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INTRODUCCION

Los laboratorios que realizan ensayos y/o calibracion, deben de demostrar su
competencia técnica, es decir deben de evidenciar que las mediciones que
efectlan las realizan adecuadamente y que sus procesos de medicion estan
bajo control.

Para evidenciar que un proceso esta bajo control o que una determinacion se
realiza adecuadamente es necesario utilizar controles de calidad, que sirvan
como herramienta para lograr este control.

En el Laboratorio de Desarrollo Quimico del Agua de la Comisién Federal de
Electricidad, se realizan diferentes tipos de ensayos en muestras de agua,
analisis de espectrofotometria de absorcibn atdmica, analisis de
espectrofotometria de u.v.-visible, andlisis volumétricos, andlisis gravimétricos
y andlisis bacterioldgicos.

Uno de los controles de calidad que utiliza el laboratorio en todos sus ensayos
es el analisis de muestras de concentracion conocida, esto para evaluar el
porciento de recobro y evaluar si el método cumple o no cumple.

Para los ensayos analiticos existen diferentes productos y /o reactivos que
podemos saber su valor convencionalmente verdadero y asi saber cuanto es el
porciento de recobro.

Uno de los ensayos bacteriolégicos que efectia el laboratorio es la
determinacién de bacterias del grupo coliforme en muestras de agua aplicando
el método de filtracion por membrana, para este pardmetro no existe un
producto comercial que se pueda utilizar como una muestra de concentracion
conocida.



Se pueden adquirir cepas de referencia que nos ayudan a evaluar si los
medios de cultivo utilizados sirven o no (reto bacteriano), por tal motivo en el
laboratorio se procedido a realizar una implementacion en el meétodo de
determinacion de bacterias del grupo coliforme en muestras de agua, que
consistié en preparar una suspension de bacterias que sirviera como control en
los andlisis (conocido comunmente como standard).

Para elaborar esta suspension se tomo como referencia el método general de
analisis 0100 (MGA 0100) de la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos séptima edicion del afio 2000.

En el procedimiento de este método general de analisis explica como se puede
preparar una suspension de bacterias a 580 nm empleando como sefial de
respuesta el porciento de transmitancia, una de las bacterias que se puede
emplear para llevar a cabo esta suspension es Escherichia coli, que es un
bacilo gram negativo no esporulado que pertenece a la familia
Enterobacteriacea.

Se prepararon varias suspensiones del microorganismo a 580 nm utilizando
diferentes porcientos de transmitancia, asi como diferentes diluciones para
obtener en la membrana de filtracion después de la incubacion, colonias bien
definidas y que se pudieran contar.

Por dltimo se procedio a evaluar los datos obtenidos para saber cual es la
preparacién adecuada de la suspension.



1. Antecedentes Generales.

1.1 Implementacion.

El significado de implementar es, facilitar los instrumentos necesarios para
la realizacion de algo, suministrar, poner en funcionamiento, aplicar
métodos.

Para la implementacion es conveniente utilizar un proyecto piloto, donde se
evaluara la factibilidad de la implementacion y evidenciara los progresos que
se podran conseguir (Aguayo, 2002).

El equipo formado para la ejecucion del proyecto piloto desarrollara los
mecanismos y procedimientos, pudiendo ser sus miembros colaboradores
en la generalizacion posterior de estas practicas.

Cuando se lleva a cabo una implementacion, la cultura de la organizacion
evolucionara hacia nuevas formas de pensamiento y trabajo, y se
introduciran nuevas tecnologias que modificaran las tareas habituales.

En el proceso de implementacion se debe considerar, todo un conjunto de
técnicas y herramientas para obtener un proceso de calidad, a bajo costo y
con los requerimientos de ecoeficiencia, seguridad, etc.

El proceso de implementacion lleva implicitas tres fases:

| Fase de Analisis
Il. Fase de disefio del cambio organizacional
lll. Fase de Implementacién y gestién del cambio

I. Fase de analisis:
Generalmente con base estratégica de capitalizacion de recursos y
capacidades, que tiene como fin ultimo especificar las oportunidades.

Il. Fase de disefio del cambio organizacional:
El factor humano, el proceso, la organizacion.

Ill. Fase de implementacion y gestion del cambio:
Que contempla la implementacion de lo establecido en la fase anterior
mediante un proyecto piloto.



1.2 Bacterias del Grupo Coliforme

Las bacterias del grupo coliforme pertenecen a la familia Enterobacteriacea,
esta familia se define como bacilos gram negativos, no esporulados, unos
inmoviles y otros maviles con flagelos peritricos, que se desarrollan bien en
medios artificiales, su habitat natural es la parte distal del intestino, todas las
especies gue interesan en patologia humana reducen los nitratos a nitritos,
todas utilizan la glucosa formando acido con o sin gas visible, su
composicion antigénica es muy compleja, con interrelaciones serologicas
entre los diversos géneros de esta familia y aun con géneros y especies de
otras familias (Fraude, 1984).

Tribu Género Especie
Escherichia E. coli
Escherichiae | 5 iq6lla S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii,

S. sonnei

Edwaedsielleae

Edwardsiella

E. tarda

Salmonelleae Salmonella S. cholerae-suis, S. typhi, S. enteritidis
Citrobactereae Citrobacter C. freundii, C. diversus
Klebsiella K.pneumoniae, K. ozaenae, K.oxytoca
K.rhinoscleromatis
Enterobacter E.cloacae, E.aerogenes, E. aglomerans
Klebsielleae
Serratia S. marcescens, S. liquefaciens,
S. rubidea
Hafnia
H. alvel
Proteus P. vulgaris, P. mirabilis
Proteeae
Providencia P. alcalifaciens, P. stuartii, P. rettgeri
Morganella M. morganii
Erwinieae Erwinia .
Pectobacterium
Yersinia Y. pestis, Y. enterocolitica,
Yersinieae Y. pseudotuberculosis, Y. ruckeri,

Y. intermedia, Y. fredericksenii

Tabla 1. Nomenclatura de la Enterobacteridceas (Roger, 1981)




No todos Ilos géneros que pertenecen a la familia de las
Enterobacteriaceas, son coliformes, la manera de diferenciarlos es por sus
caracteristicas bioquimicas.

El grupo coliforme es un grupo de bacterias que comprende todos los
bacilos aerobios y anaerobios facultativos, gram negativos, no esporulados
gue producen acido y gas al fermentar la lactosa, su crecimiento es en un
rango de temperatura de 10°C a 46°C, su rango de crecimiento satisfactorio
es entre 20°C y 40°C y el 6ptimo es de 37°C.

La mayor parte de las cepas son destruidas después de su exposicion a
60°C durante 30 minutos.

Las especies clasicas de este grupo son Escherichia coli y Enterobacter
aerogenes.

Las bacterias del grupo coliforme al ser sembradas en agar Endo presentan
colonias rojas, pero tienen un brillo metélico al centro, muy caracteristico de
la especie, en agar sangre algunas bacterias presentan B-hemolisis (Quentin
,1991)

En la tabla 2 se enlistan los miembros del grupo coliforme.

Tribu Género Especie

Escherichia E. coli
Escherichiae

Citrobactereae Citrobacter C. freundii, C. diversus
Klebsiella K.pneumoniae, K. Ozaenae, K.oxytoca
K.rhinoscleromatis
Klebsielleae Enterobacter E.cloacae, E. Aerogenes
Hafnia H. alvei

Tabla 2. Especies que pueden fermentar lactosa con produccion de gas (Roger, 1981)




Estos microorganismos estan distribuidos ampliamente, en todas partes, en
el sentido de que los bacilos coliforme se encuentran universalmente en las
vias intestinales del hombre y animales, tanto de sangre caliente como de

sangre fria.

1.2.1 Diferenciacion Fisiologica

La diferenciacion de los bacilos coliformes han sido de considerable
importancia en microbiologia, tanto medica como sanitaria, la necesidad de
ambas ha conducido al desarrollo de una cantidad amplia de pruebas
bioguimicas disefiadas para mejorar su diferenciacion en el laboratorio.

Tradicionalmente se han empleado, con mayor frecuencia cuatro reacciones
bioquimicas: la formacion de indol a partir de triptofano, la prueba del rojo de
metilo, la reaccion de Voges-Proskauer y la capacidad de utilizacién del
citrato como fuente de carbono, a estas cuatro pruebas se le conoce como
IMVIC ( Pelczar,1991)

En la Tabla 3 se presentan las distintas reacciones bioquimicas de bacterias
del grupo coliforme, que son importantes para su diferenciacion.

% o % 2 1) T O
Especie ol b 8| © 2 g 0] % S |5 |2 |8 R
S |25 58| EE 8 |S5E |5 |E |2
S |25Sz|65 8 |6F6 |8 |3 |=8
Citrobacter diversus 99 |100 |0 99 |35 |96 |99 |O 99 |95
Citrobacter freundii 5 100 |0 95 |50 |95 |20 |O 98 |95
Enterobacter aerogenes 0 5 98 |95 |95 |100 |98 |98 |100 |97
Enterobacter agglomerans 20 |50 |70 |50 |40 |90 |0 0 30 |85
Enterobacter cloacae 0 5 100 {100 |93 (99 |96 |O 95 |95
Escherichia coli 98 |99 |0 1 95 |95 |65 |90 |94 |95
Escherichia coli, inactive 80 |95 |0 1 25 |45 |20 |40 |75 |5
Escherichia hermanii 99 100 |0 1 45 |98 |100 |6 0 99
Escherichia vulneris 0 100 (O 0 15 100 |0 85 |1 100
Hafnia alvei 0 40 |85 |10 |5 90 (98 |100 |0 85
Klebsiella oxytoca 99 |20 |95 |95 |100 |100 |O 99 (99 |0
Klebsiella ozaenae 0 98 |0 30 |30 |80 |3 40 |65 |0
Klebsiella pneumoniae 0 10 |98 |98 |98 |99 |O 98 (99 |0

Tabla 3. Reacciones bioquimicas de bacterias del grupo coliforme expresadas
en porciento de positividad (Pelczar,1991)



1.2.2 Diferenciacion por su temperatura de crecimiento

La norma mexicana NMX-AA-102-1987 de la Secretaria de Comercio y
Fomento Industrial elabora una clasificacion de los coliformes de acuerdo a
su temperatura de crecimiento y a sus caracteristicas fisioldgicas.

a) Organismos Coliformes: Organismos capaces de formar aerObicamente
colonias ya sea a 35+ 1 °C 0 37 = 1 °C en un medio de cultivo lactosado
selectivo y diferencial, con produccion de acido y aldehido dentro de un
periodo de 24 h.

b) Organismos coliformes termotolerantes: Organismos capaces de formar
aerébicamente colonias a 44 + 0.5 °C en un medio de cultivo lactosado
selectivo y diferencial, con produccion de acido y aldehido dentro de un
periodo de 24 h.

1.2.3 Estructura Fisica y Quimica de los Coliformes.

Todos los miembros del grupo coliforme, presentan una estructura similar.

Son bacilos gram negativos, no esporulados, que miden de 1.0 a 2.0 ym X
0.5 um, los organismos méviles de esta grupo poseen flagelos peritricos.

La proteina de los flagelos (Ag H) serolégicamente es diferente segun la
cepa, incluso dentro una misma especie.

Un antigeno K presente (polisacéarido o proteina capsular de cubierta) puede
enmascarar al antigeno lipopolisacéarido estructural somatico (O), que forma
parte integral de la pared celular.

En el caso de Escherichia coli produce dos tipos de fimbrias o cilios que
rigen su capacidad patogena.

El primer tipo es de cilios comunes o sensibles a la manosa, y el segundo es
el de antigenos de factor colonizante, resistentes a la manosa, la figura 1 se
puede observar la estructura general del grupo coliforme.



Cilios

5 Lipido
T ) i =) y .
s @ «— | Antigeno O
o =
Pared Cel |//
ared Lelular & embrana
EXterna
Membrana
Citoplasmatica
Capsula

Flagelo

Figura 1. Estructura general de las bacterias coliformes (Quentin, 1991)



1.2.4 Género Escherichia

En la actualidad se reconoce al género Escherichia por su bacteria tipo que
es Escherichia coli en la cual hay varios cientos de tipos antigénicos, los
tipos se caracterizan por ser combinaciones diferentes de los antigenos O
(antigenos lipopolisacaridos de la pared celular), K (antigenos polisacéaridos
capsulares), y H (proteinas flagelares antigénicas) por lo que resultan varios
miles de serotipos (Burrows, 1974).

Escherichia coli es miembro de la flora normal y no es muy patégeno, tiene
gran importancia medica por la frecuencia y la naturaleza grave de las
infecciones que provoca.

El organismo vive en el colon sin provocar trastorno manifiesto, sin embargo
dada su presencia en las heces, con frecuencia alcanza y afecta otras areas
del cuerpo, en especial vias urinarias y peritoneo.

No solo se puede encontrar en el colon del hombre, también se puede
encontrar en animales de sangre caliente, en el agua, en la leche y en el
suelo.

Escherichia coli, al igual que otros coliformes, tienen requerimientos de
cultivo simples, pueden crecer en un medio de glucosa y sales, como en
uno de agar sangre o en agar eosina azul de metileno (EMB).

Escherichia coli es anaerobio facultativo y fermenta con facilidad glucosa,
lactosa y algunos otros azucares, produciendo acido y gas.

1.2.5 Género Klebsiella

El microorganismo conocido comunmente como bacilo de Friedlander
(Burrows,1974) fue descrito primero por este investigador como agente
etiolégico de neumonia, su nombre formal es Klebsiella pneumoniae,
estas bacterias no son maviles y ordinariamente poseen capsula fuerte que
es el origen de colonias mucoides-viscosas (Zimsser,1987)

Aunque el organismo en ocasiones provoca infecciones cronicas en varios
organos, se conoce mejor como la causa de la neumonia hemorragica, la
mortalidad de la neumonia por Klebsiella es alta, por tanto es esencial el
diagnostico a tiempo.



Hay mas de 80 antigenos K y mas de 10 antigenos O reconocidos en el
género, el organismo puede identificarse en forma directa de una muestra
de esputo, por la prueba de la hinchazén capsular llevada a cabo con
antigenos especificos.

El bacilo de Friedlander se aisla facilmente en cultivos de agar sangre, sus
colonias son grandes con crecimiento poco comun, con crecimiento denso y
ViSCOoSso0.

El género klebsiella se distribuye en la naturaleza, se puede encontrar en el
agua, en la vegetacion, en granos, ocasionalmente en aceite, en pulpa de
madera, en plantas que se emplean en la industria textil y en el proceso de
la cafia de azlcar.

1.2.6 Género Enterobacter

Las especies de Enterobacter se encuentran como comensales en el
intestino y se aislan frecuentemente del suelo y agua, solo rara vez causan
infecciones naturales.

El género Enterobacter se relaciona con el género Klebsiella, por lo que su
diferenciacion en ocasiones es complicada.

El género Enterobacter contiene cinco especies (E. aerogenes, E.
agglomerans, E. gergoviae, E. sakasaki y E. cloacae) que habitan en la
tierra, el agua y el intestino grueso de los mamiferos.

La especie que es aislada frecuentemente es E. cloacae, aunque las cuatro
especies restantes también se han aislado de material clinico.



1.2.7 Géneros Citrobacter y Hafnia.

La mayor parte de aislados del genero Citrobacter provienen de infecciones
respiratorias y de vias urinarias, los pacientes con estas infecciones suelen
estar enfermos o sufrir otros trastornos que perturban las defensas
antimicrobianas, los aislados de Citrobacter suelen ser sensibles a los
aminoglucosidos y tetraciclinas.

Hafnia alvei, que en tiempo se clasifico como Enterobacter hafniae,
provoca infecciones de un tipo similar a las que causa la especie
Enterobacter.

1.3 Filtracion por Membrana

La filtracion por membrana es el mecanismo mediante el cual se atrapan en
la superficie de la membrana, contaminantes cuyo tamafo es mayor que el
tamafo del poro (Millipore,2004)

Los contaminantes de tamafio menor que el especifico del poro atraviesan
la membrana o pueden quedarse retenidos en su interior mediante algun
otro mecanismo, los filtros de membrana se utilizan para aplicaciones
fundamentales como la esterilizacion y la filtracion finales.

Ventajas:
e Son posibles tamafos absolutos de poro inferiores a la micra

o Puede retener bacterias y particulas (dependiendo del tamafio del
poro)

o Generalmente tiene bajo contenido de extraibles

o Integridad probada



Desventajas:
o Caudales de flujo menores que los materiales profundos

e Mas costosos que los materiales profundos

Hay dos factores que determinan la efectividad de un proceso de filtracion
de membrana: selectividad y productividad.

La selectividad se expresa mediante un parametro llamado factor de
retencion o de separacién (tamafio de poro).

La productividad se expresa mediante un parametro llamado flujo
(expresado en L/m?h). La selectividad y la productividad dependen de la
membrana.

Sin Filtrar Membrana Filtrado

e o » °
. > ®
o ©® > )
= P
@ ° . @ > = ] B
5] a >
Selectividad Productividad

Figura 2. Selectividad y Productividad de una membrana (Scheider&Schuell,2002)

La filtracibn por membrana, es un proceso que puede ocurrir a baja
temperatura, esto es principalmente importante porque permite el
tratamiento de los materiales sensibles al calor, es por esto que se aplican
ampliamente para la produccién de alimento.

Es un proceso de bajo costo energético, la mayor parte de la energia
requerida es la necesaria para bombear los liquidos a través de la
membrana.
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La cantidad total de energia utilizada es minima comparada con las técnicas
alternativas, tales como evaporacion.

Para pasar un liquido a través de la membrana es necesario incrementar la
tasa de flujo o la velocidad de filtracidn, es por eso que la filtracion se divide
en:

e Filtracion por vacio

e Filtracion a presion

1.3.1 Filtracién por vacio

La filtracion por vacio se lleva a cabo en un sistema en el cual se coloca una
membrana de filtracién, en un soporte especial, el liguido se hace pasar a
través de la membrana con ayuda de una bomba que succiona el aire que
se encuentra en el sistema, al pasar el aire este arrastra al liquido, las
particulas de tamafio mayor al tamafio del poro se quedaran atrapadas en la
membrana.

En la figura 3, se puede apreciar el funcionamiento de un sistema de
filtracion por vacio.

Tubo de vacio

Matraz Bomba de Vacio

Rampa de Filtracion  Tubo de vacio Ny
Kitazato

Figura 3. Sistema de filtracién a vacio (Scheider & Schuell,2002)
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1.3.2 Filtracién a presion

La filtracion a presion se lleva a cabo aplicando una fuerza en el sistema de

filtrado que provoca en paso del liquido a través de la membrana, las
particulas de mayor tamafio al tamafio de poro se quedaran retenidas en la

superficie de la membrana.

En la figura 4 se puede apreciar el funcionamiento de un sistema de

filtracion a presion.

DA

E

Fuente de Presion

“nm

Filtro de Membrana

o

Tangue a Presion

Figura 4. Construccion tipica de un sistema de filtracion a presion (Scheider &
Schuell,2002)
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1.3.3 Tipos de Membranas

Existen diferentes tipos de membranas que se utilizan en el proceso de
filtracion, las membranas que se utilizan para la determinacion del grupo
coliforme por filtracion de membrana es de esteres de nitrocelulosa con un
tamafio de poro de 0.45um y un didmetro de 47 mm.

En la tabla 4 se describen los diferentes materiales de las membranas que
se utilizan en la técnica de filtracidon, asi como su tamafio de poro y su
diametro.

Material Tamafio de Diametro de
Poro(pum) Membrana (mm)

Nitrocelulosa 0.45 a7
Nitrocelulosa 0.22 47
Nitrocelulosa 0.7 47
Nitrocelulosa 1.2 47
Poliestersulfona 0.22 13
Poliestersulfona 0.22 o5
Poliestersulfona 0.22 47
Poliestersulfona 0.22 90
Poliestersulfona 0.22 142
P.V.C 0.8 25
P.V.C 0.8 37
P.V.C 0.8 47
P.v.C 5 o5
P.v.C 5 37
P.V.C 5 47

Tabla 4. Diferentes tipos de membranas (Millipore, 2004)
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1.3.4 Equipos de Filtracion

Existen diferentes equipos de filtraciéon, pueden funcionar a presién o por

vacio, en las tablas 5 y 6 se muestran algunos equipos.

Descripcion

Esquema

Marca: Scheider & Schuell

2. Junta de Siliconz

3. Parte Superior

Modelo: Serie MV050 éﬁ‘; b\ e = da Cierre ripids
_ s - e db . Pinza con Pernos
Material: Acero Inoxidable — 2.Filtro de Membrana
o T “7.Jurta plana de PTFE
P . T
Rt ud
? : E;l Z.Farte Superior
Marca: Scheider & Schuell = s Hen Za.Lierre
L [ )
. 2 d.Filtro de Membrana
. - = R
Modelo: Serie GV * 1. Eqﬂi 5 Rejilla

Material: Vidrio

[\

flam—m E.Jurta Plana PTFE
¥a. Tapon de Gorna
Tb.Conexion para

2.Matraz Erlenmeyer

Marca: Scheider & Schuell

Modelo: AS selectron

Material:  Vidrio/

Inoxidable

Acero

Rampa de Filtracion Tubo de vacio

Tubo de vacio

Bomba de Vacic
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Marca: Millipore

Modelo: XX1002540
XXF2004710
XXF2004725

Material: Acero Inoxidable

1. Embudo 4.Tapdn
2.Pinzas  5.Rejilla-Soporte
3.Cono  6.Base para rejilla

Marca: Millipore

Modelo: XX1104700
XX1104710
XX11J4750

Material: Polipropileno

Tipo de Filtracion: Vacio

1. Tapa del Emnbudo

2. Tapones de Goma
3.Fortafiltros

4. Tapon para vacio

4. Embudo

E,7.5, Base para Membrana
4. Tapon

10.Recipients

11.Tapa del Recipiente

Tabla 5. Equipos de filtracién a vacio (Millipore,2004, Scheider & Schuell,2002)
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Descripcion

Esquema

Marca: Scheider & Schuell

1. Parte Superior

2 Rejilla

MOdG'O: Sene FM e T S.Junta de Silicona
Material: Acero Inoxidable e R 4Filtro de Membrana
Ll il .
i, a.Rejilla
e
'.'.:_;-" E.Parte Inferior
L".:'-""hL_._,-..J
‘i? - 1.Conexicn de Presicn
Marca: Scheider & Schuell 5 T 2 Farte Superior
Modelo: Serie FP S 4 2 Rejilla
o Al 4. Jurta de Silicona
Material: Polisulfona - e D G L
bl o & Rejilla
e S )
1 1= T.Parte Inferiar
el
£ 1.Conexion de Presion
Lo
_f:‘ 2.Jurta Flana de FTFE
gﬂz:  3.snillo de Cierre
-y
Marca: Scheider & Schuell [~ 4.Farte Superior
— Ty
= 4 Filtro de Membrana
Modelo: Serie FP o
. . @ E.Farte Inferior
Material: Polisulfona =
g; 7.Conexion con Oliva
=
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Marca: Scheider & Schuell
Modelo: Serie MD-142

Material: Teflon

o —1\alvdla de Vertilacion

2.Placa Prasidn

T
Speni LY 3villo de Gierre
el — 4. Rejilla de retroceso
{ A Junta tearica de zilicona
|
FED E.Filtro de Memebrana

7 ———— 7 Rijilla

- 8.Rejilla o Soparte

{ - }—E.Parte Superior

10.Patas

Marca: Millipore
Modelo: XX4004700
XX4004740

Material: Acero Inoxidable

%71 1. Adaptador de Entrada
| e | 2. Anillo de Cierre
F—ﬁ 3. Rosca

} E— | 4. Adaptador
E;_;_J“-_:- 5. Rejilla

-"_=i:l 6,7. Base

¥ Tapon

Marca: Millipore
Modelo: XX2004720

Material: Acero Inoxidable

G

A.Embudo

B.Anillo de Ensamble
A c Empaque de Nylon

D. Soporte de filtro

E. Soporte de Rejilla

F. Base

G. Tap6n de silicén

m oo m

m—
o —

Tabla 6. Equipos de filtracién a presion (Millipore,2004 Scheider & Schuell,2002)
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1.4 Muestras de Agua.

El objetivo de la toma de muestras es la obtencién de una porcion de
material cuyo volumen sea lo suficientemente pequefio como para que
pueda ser transportado con facilidad y manipulado en el laboratorio sin que
por ello deje de representar con exactitud al material de donde procede.

Este objetivo implica que la proporcion o concentracion relativa de todos los
componentes seran las mismas en las muestras que en el material de
donde proceden, y que dichas muestras seran manejadas de tal forma que
no se produzcan alteraciones significativas en su composicion antes de que
se hagan las pruebas correspondientes.

La persona que recoge una muestra y la lleva a un laboratorio para realizar
unas determinaciones especificas es responsable de su validez, cuando se
toma una muestra de agua se debe de cuidar su manipulacion, cuidar que
esta no se deteriore o contamine, antes de llegar al laboratorio.

Cuando se tomen muestras para analisis microbiolégicos, no se debe de
llenar el envase, se tiene que dejar un especio para que exista oxigeno en el
medio y los organismos presentes en la muestra no sufran algin dafio
(Métodos Normalizados,1992)

Existen diferentes tipos de muestras como son:

a) muestras de sondeo

b) muestras compuestas

C) muestras integradas

1.4.1 Muestras de Sondeo

Estrictamente hablando, una muestra recogida en un lugar y un momento
determinados solo puede representar la composicion de la fuente en ese
momento y lugar.
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Sin embargo cuando se sabe que una fuente es bastante constante en su
composicion durante un periodo considerable o a lo largo de distancias
sustanciales en todas direcciones, puede decirse que una muestra
representara un periodo de tiempo mas largo.

En estas circunstancias algunas fuentes puede estar muy bien
representadas por una muestra simple de sondeo, esto es en el caso de
algunos suministros de agua y algunas aguas superficiales.

1.4.2 Muestras Compuestas

En la mayoria de los casos, la expresion muestras compuestas se refiere a
una mezcla de muestras sencillas tomadas en el mismo punto en distintos
momentos, en ocasiones se utiliza la expresion compuesto-tiempo para
distinguir este tipo de muestras de otros.

Se considera como estandar para la mayoria de los analisis una muestra
compuesta que represente un periodo de 24 horas, sin embargo en
determinadas circunstancias puede resultar preferible una muestra
compuesta que represente una desviacion, un periodo mas corto o el ciclo
completo de una operacion periédica.

1.4.3 Muestras Integradas.

En algunos casos, la informacion necesaria se obtiene mejor analizando
mezclas de muestras individuales, recogidas en distintos puntos al mismo
tiempo o con la menor separacién temporal posible, a las muestras de este
tipo se les llama integradas.

Un ejemplo de la necesidad de este tipo de muestras es cuando se
muestrean rios o corrientes cuya compaosicion varia segun la anchura y la
profundidad.

Para valorar la composicion media o la carga total, hay que recurrir a
mezclas de muestras que representen distintos puntos de la seccion
transversal y que sea proporcional a los flujos relativos.
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1.5 Transmitancia

La transmitancia, T, es la relacion entre el poder de radiacion transmitido
por una muestra (P) y el poder de radiacion que incide sobre la muestra de
(Po), medidos ambos en la misma posicion del espectro y con la misma
rendija.

se supone que el haz es de radiacion paralela y que incide sobre las
superficies planas y paralelas de la muestra, formando angulos rectos,
también es comun utilizar el concepto de porciento de transmitancia

%T = (P/Po) 100............... ec.2

que es el mismo concepto de transmitancia solo que expresada en
porciento ( Ayres,1982).

La transmitancia no es directamente proporcional a la concentracién, como
lo es la absorbancia (la absorbancia es directamente proporcional a la
concentracion), para obtener una grafica lineal se debe de graficar log T
contra concentracion, en la figura 5 se pueden observar mejor estos
comportamientos.

To%T
Log T
absorbancia

Concentracion Concentracion Concentracion

(@) (b) (c)

Fig. 5 Comportamiento que se tiene al graficar T 0 %T contra concentracion (a),
Log T contra concentracién (b) y absorbancia contra concentracion (c).
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1.5.1 Leyes de la espectrofotometria

Cuando un haz de energia radiante monocromatica incide sobre una capa
homogénea de una sustancia “transparente”, parte de la energia es
absorbida y el resto transmitida, por ultimo una pequefa parte es reflejada.

Si la energia radiante incidente tiene longitudes de onda de la region visible
del espectro y el medio a través del cual tiene que pasar, absorbe
selectivamente ciertas longitudes de onda, el color observado
corresponderd a las longitudes de onda de la energia transmitida.

1.5.2 Ley de Bouguer

Esta ley se divide en dos partes:

a) La energia radiante monocromatica transmitida en un medio homogéneo
es proporcional a la energia radiante incidente, la relacién entre la energia
radiante transmitida, P, y la incidente, Po, es una constante:

b) La energia de radiacion transmitida decrece en progresion geométrica
cuando la longitud del camino éptico aumenta en progresion aritmética,
capas de igual espesor absorben fracciones iguales de energia de una
radiacion incidente sobre ellas (Day 1989).

La ley de Bouguer se expresa matematicamente por

donde: T =transmitancia
b = camino éptico
a = absortividad del medio

El termino T lleva un signo negativo porque la transmitancia decrece cuando
aumenta el camino éptico.
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1.5.3 Ley de Beer

Expresa la relacion entre la transmitancia y concentracion de material
absorbente, es decir que para un camino o6ptico dado, la transmitancia
disminuye en progresion geométrica cuando la concentracion aumenta en
progresion aritmética, por tanto:

donde: T =transmitancia
C = concentracion
a = absortividad, absorbancia por unidad de concentracion

y unidad de camino éptico.

1.5.4 Ley de Beer- Bouguer

Esta ley expresa que al graficar la absorbancia (A) de una sustancia dada a
camino oOptico constante, en fusién de la concentracidon (c) es una recta de
pendiente a, y la representacion de Log T contra c es otra linea recta de
pendiente —a, en la cual a es la absortividad de la sustancia, con
dimensiones de unidades de concentracion y camino optico (Day 1989).

Pendiente = -a

%

log T

. Pendiente = a

Fig. 6 En la figura se observa lo que expresa la ley de Beer- Bouguer
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1.6 Preparacion de una suspension de bacterias.

En la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 72 edicion, en el
método general de analisis MGA 0100. Potencia Microbiolégica de
antibioticos, especifica como preparar una suspension de microorganismos.

Método nimero 1

Preparacion de la suspensién. Sembrar el microorganismo de prueba en
tubos con el medio de cultivo preparado en posicion inclinada. Incubar a
32°C-35°C durante 24 horas. Cosechar el crecimiento con 3 mL de solucion
salina estéril. Inocular con esta suspension 5 tubos de 22 x 220 mm, que
contienen aproximadamente 15 mL de cultivo inclinado o una botella Roux
con 250 mL de medio de cultivo. Incubar a 32°C-35°C durante el periodo de
tiempo indicado para cada microorganismo. Transcurrido el tiempo de
incubacion, cosechar el crecimiento de cada tubo con aproximadamente 4.0
mL de solucion salina o con 50 mL para botellas Roux (este volumen
depende de la cantidad de crecimiento).

Ajuste de la suspension. Determinar en la suspensién original la dilucion que
permita obtener en un fotocolorimetro y a una longitud de onda de 580 nm
un 25 por ciento de transmitancia + 2 por ciento (FEUM,2000).

En el método para la preparacion de la suspensién, menciona que se debe
de realizar dos resiembras del microorganismo antes de preparar la
suspensién en porciento de transmitancia, esto es con la finalidad de
obtener solo microorganismos que se encuentren en la fase exponencial de
crecimiento.

1.7 Curva de crecimiento bacteriano

La curva del crecimiento bacteriano resulta de la representacion grafica de
la determinacion periédica del nimero de células viables por mililitro que
existen en un liquido inoculado con células microbianas provenientes de un
cultivo que ha crecido previamente hasta la saturacion (Burrows,1974).

Esta curva de crecimiento se divide en cuatro fases:
a) Fase de Latencia o Rezago

Este periodo consiste en la adaptacion de las células microbianas a su
nuevo ambiente, en esta fase, las células microbianas se encuentran
empobrecidas en cuanto a metabolitos y enzimas, esto debido a las
condiciones desfavorables que representaba el cultivo previo.

Por lo anterior, en este lapso de tiempo se forman las enzimas y los
metabolitos intermedios hasta alcanzar las concentraciones necesarias para
reiniciar el crecimiento.
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Este periodo se puede prolongar en el caso de que el medio de cultivo
previo y las condiciones actuales resulten tan diferentes que las células
sean genéticamente incapaces de sobrevivir, por lo que sélo unas cuantas
mutantes podran subsistir, y obviamente se requerird mas tiempo para que
éstas se multipliquen lo suficiente y sea notorio el aumento de células.

b) Fase Exponencial

En esta fase las células se encuentran en un estado de crecimiento
sostenido, se sintetiza nuevo material celular a una tasa constante, pero
éste material es en si catalitico y la masa aumenta de manera exponencial.

Lo anterior continua hasta que uno o mas nutrimentos se agoten, o hasta
que se acumule tal cantidad de metabolitos téxicos que se inhiba el
crecimiento, el nutrimento limitante para los organismos aerobios suele ser
el oxigeno.

Durante el crecimiento exponencial, la tasa de crecimiento de las células
(medida en gramos de biomasa producida por hora), cuando el crecimiento
no es limitado por los nutrimentos, se puede obtener multiplicando la
constante de la tasa de crecimiento (k) por la concentracion de biomasa, la
constante de la tasa de crecimiento es la tasa a la cual las células producen
mas células, y el valor que esta toma se interpreta como los gramos de
biomasa producidos por cada gramo de biomasa preexistente creados en
una hora.

El crecimiento se denomina exponencial porque la biomasa se incrementa
exponencialmente con respecto al tiempo.

Esta fase puede prolongarse indefinidamente si las células se transfieren
repetidamente a un medio nuevo (fresco) de composicién idéntica al
anterior, lo cual se logra de manera automatica mediante dos aparatos : el
Quimiostato y el turbidostato.

c) Fase Estacionaria

Ante el agotamiento de nutrimentos en el medio o la acumulacion de
metabolitos toxicos el crecimiento cesa por completo después de un periodo
de decrecimiento en la tasa de crecimiento.

No obstante, por lo general en esta fase se puede observar recambio
celular, lo cual se debe a que, aunque existe una pérdida lenta de células
por muerte, dicha pérdida se compensa exactamente por la formacién de
nuevas células a través de crecimiento y division, asi, la cifra de células
viables se mantiene constante, aunque en realidad en el conteo aumente
poco a poco el nimero de células, si se cuentan también las muertas.
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Para comprender lo anterior debemos considerar que, para una ceélula
microbiana, muerte significa la pérdida irreversible de la capacidad para
reproducirse (crecer y dividirse), lo cual se comprueba cuando una célula es
incapaz de producir una colonia en cualquier medio, de lo anterior se deriva
que designar a una célula microbiana como muerta no implica su
destruccion fisica.

La duracion de esta fase depende de la naturaleza del microorganismo y de
las condiciones del medio.

d) Fase de Muerte

Esta fase representa el decremento de células debido al aumento
progresivo de la tasa de mortalidad, misma que tarde o temprano alcanza
un valor sostenido.

Por lo general, una vez que la mayoria de las células ha muerto, la tasa de
mortalidad disminuye bruscamente, por lo que un numero pequefio de
sobrevivientes pueden persistir en cultivo por meses o afios, dicha
persistencia puede deberse a que las células consiguen crecer gracias a los
nutrimientos liberados por las células que mueren y se lisan, observandose
recambio celular.

En la figura 7 se observan las cuatro fases de la curva de crecimiento.

Fase Estacionaria

Fase Exponencial Fase de Muerte

Fase de Latencia

Fig. 7 Curva de crecimiento bacteriano
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2. Planteamiento del Problema

La Comision Federal de Electricidad , es la empresa que genera, transmite,
distribuye y comercializa energia eléctrica para 22.3 millones de clientes, lo
que representa casi 80 millones de mexicanos, un compromiso de la
empresa es ofrecer servicios de excelencia a los clientes, garantizando altos
indices de calidad en todos sus procesos, al nivel de las mejores empresas
eléctricas del mundo.

Esta formada por varias direcciones que son:. Operacion, Finanzas,
Administracion, Proyectos de Inversion Financiada, de Modernizacion y
Cambio Estructural; y por altimo el Organo Interno de Control.

Dentro de la direccién de Operacion se encuentra la Subdireccion Técnica,
que es la que controla a la Gerencia de Estudios de Ingenieria Civil, creada
en el aflo de 1987 para desarrollar ingenieria béasica aplicada a la
exploracion, seleccion de sitios, disefio y construccion de nuevas centrales
termoeléctricas.

Para cumplir con sus funciones y responsabilidades actualmente esta
constituida por subgerencias y dentro de la estructura organizacional de la
Subgerencia de Estudios Hidrograficos, esta ubicado el departamento de
Geohidrologia mismo que incluye al Laboratorio de Desarrollo Quimico del
Agua, disefiado desde 1980 para participar en actividades relacionadas con
la toma de muestras de agua, analisis quimico y bacteriolégico para la
caracterizacion del agua natural y residual.

Para la Comisiébn Federal de Electricidad es muy importante ofrecer
servicios con calidad, por tal motivo el Laboratorio de Desarrollo Quimico del
Agua se encuentra en proceso de acreditacién ante la Entidad Mexicana de
Acreditaciéon a.c. (EMA), para demostrar su competencia técnica.

Una de las pruebas que se desean acreditar es la determinacion de
bacterias del grupo coliforme por filtracion de membrana.
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En la actualidad la presencia de bacterias del grupo coliforme en agua, es
indicativo de contaminacion fecal, esto es un factor importante en la
determinacién de la calidad de un cuerpo acuifero

Por tal motivo es importante evidenciar que el Laboratorio de Desarrollo
Quimico del Agua, realiza sus determinaciones con aptitud técnica, para
documentar el método.

Yse efectud funciona se propuso efectuar pruebas de reto bacteriano a los
medios de cultivo; que se utilizan para la determinacion de bacterias del
grupo coliforme, asi mismo se propuso elaborar o preparar una suspension
de bacterias estandarizada que funcionara como un control en la
determinacién y asi poder demostrar que en las membranas se pueden
determinar diferentes nimeros de colonias.
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3. Objetivos

3.10Dbjetivo General

Implementacién en el método de filtracibn por membrana para la
determinacién de bacterias coliformes en muestras de agua.

3.2 Objetivo Particular

Desarrollar una metodologia para la preparacion de una suspension de un
microorganismo coliforme que sirva como control para determinar bacterias
coliformes en muestras de agua.

Determinar de la metodologia su repetibilidad y reproducibilidad.

Establecer el rango del %T, para preparar la suspensiéon del
microorganismo.

Documentar los datos obtenidos.
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4. Material y Método

4.1 Material Marca

Asa Bacterioldgica

Algodon Chapultepec
Caja petri de 47 a 49 mm de diametro Millipore
Espatula

Probeta de 100 mL Kimax
Botellas de Vidrio tapa de rosca de 300 mL Kimax

Mechero Fisher

Pipeta Graduada de 1 mL Pyrex
Pipeta Graduada de 5 mL Pyrex
Pipeta Graduada de 10 mL Pyrex
Gradilla

Membranas de Nitrocelulosa tamafio de poro
0.45 um diametro de 47 mm Millipore Lote: H4IJN88040

Celdas de vidrio de paso de luz de 2.5 cm Hach
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4.1.2 Material Biolégico

Escherichia coli ATCC 25922 Factura: 3901/IPN

Factura: 3995/IPN

Salmonella typhimurium ATCC 14028

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Factura: 4164/IPN

4.1.3 Reactivos.

Cloruro de Sodio (grado reactivo) Marca: J.T. Baker

Agua desionizada (tipo 1) Lote: 240804

4.1.4 Equipo
Balanza Marca: Sartorius Modelo: RC250S
Autoclave Marca: Aesa Modelo: CV-250
Incubadora Marca: Lab-Line Modelo: C-240
Refrigerador Marca: General Electric Modelo: 2215
Bomba de Vaci6 Marca: Mityvac Modelo:1G98

Equipo de filtracibn Marca: Millipore Modelo: XX2004720

4.1.5 Instrumentos

Espectrofotometro Marca: Hach  Modelo: DR-2000

4.1.6 Medios de Cultivo

Caldo Rojo de fenol + Lactosa Marca: Becton Dickinson Lote:30077792

Agar Endo Marca: Merck Lote: VM066844

Agar Infusion Cerebro-Coraz6n  Marca: Bioxon Lote:4078967

Agar m-FC Marca: Becton Dickinson Lote: 3160677
4.1.7 Soluciones

Cloruro de Sodio al 0.85% P/V
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4.2 Metodologia
4.2.1 Diagrama de Bloques.

Revision Bibliogréafica

Preparacion del
microorganismo

Reto
Bacteriano

Siembra de Determinacion del %T

Escherichia coli
ATCC25922 en Agar
Infusion Cerebro-
Corazon

Determinacion del

Factor de Dilucién

Resiembra de

Escherichia coli
ATCC25922 .
Determinacion del
Rango de %T
Evaluacion
Estadistica

Conclusiones

Diagrama 1. Metodologia general
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4.2.2 Procedimiento.

4.2.2.1 Revision Bibliografica. Efectuar la revision en fuentes primarias y
secundarias sobre el problema que se plantea resolver.

4.2.2.2 Preparacion del Microorganismo. Sembrar la cepa de trabajo
Escherichia coli en agar Infusién cerebro corazén, se incuba durante 24
h a 35° = 1, después del periodo de incubacion se resiembra la bacteria,
en el medio de cultivo antes utilizado y se incuba a 35°C £ 1, durante 24
h.

4.2.2.3 Reto bacteriano. Sembrar en los medios de cultivo que se utilizan
(agar ENDO y agar m-FC),por la técnica de filtracion de membrana, las
cepas bacterianas de Salmonella typhimurium ATCC 14028,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922,
asi mismo inocular el caldo rojo de fenol mas lactosa.

4.2.2.4 Determinacion del %T. Después de haber realizado la segunda
resiembra, se toma una asada del microorganismo y se resuspende en
solucion de cloruro de sodio al 0.85%, se ajusta la suspension a 90 %T a
580 nm.

Hecha la suspension se toma 1, 3 y 5 mL de la suspension se completan
a 100 mL con solucion salina al 0.85% previamente esterilizada, se agita
perfectamente la suspension, se filtran dos volimenes de 25 mL
utilizando membranas de tamafio de poro 0.45 pm, una de las
membranas se siembra en agar endo, se incuba a 35°C + 1.0 durante 24
h, la otra membrana se siembra en agar m-FC, se incuba a 44 + 0.5 °C
durante 24 h, para entender mejor observar la figura 8

Si el resultado es incontable, se procede a elaborar otra suspension de
bacterias previamente resembrada en agar infusion cerebro-corazén, se
preparan las suspensiones aumentando de uno en uno el %T (91, 92, 93,
94...), tomando en todas 1, 3y 5 mL, llevando a un volumen de 100 mL,
con agua estéril hasta que las colonias sean contables o se empiecen a
definir, seguir el procedimiento que se ilustra en la figura 8
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Suspension de bacterias
(Escherichia coli ATCC 25922)
S

o
A
T ot

Tomar alicuotas de:
mL 3mL 5mL

v
Completar a un volumen de 100 mL
con agua esteéril y agitar perfectamente

o

Filtrar dos volumenes de 25 mL, utilizando
membrana de poro de0.45um

AT A VA

25mL 25mL  25mL 25mL 25mL 25mL

OO OO0 OO0

Siembra en agar endo y en agar m-FC, incubar endo a
35°C £ ldurante 24 h y m-FC a 44°C £ 0.5 durante 24 h.

Ll

== == e e Ee=

endo m-FC endo m-EC endo m-FC

Figura 8. Procedimiento para determinarel % T
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4.2.2.5 Determinacion del Factor de Dilucién. Cuando se encuentre el
%T adecuado determinar las diluciones adecuadas, de la suspension
hecha, tomar alicuotas de 1, 3 y 5 mL y llevarlos a 100 mL con agua
estéril, agitar perfectamente, de cada frasco tomar un mililitro y mezclarlos
con 99 mL de agua estéril, agitar perfectamente, filtrar dos volumenes de
25 mL de la dilucién con membranas de tamafio de poro de 0.45 um, una
de las membranas sembrar en agar endo, incubar a 35°C + 1.0 durante 24
h, la otra membrana sembrar en agar m-FC a 44 + 0.5 °C durante 24 h,
ver figura 9

Si el resultado es incontable volver a preparar la suspension utilizando el
microorganismo recientemente resembrado con el %T ya fijado, tomar
alicuota de 1, 3 y 5 mL, llevar a un volumen de 100 mL, agitar la
suspension, de cada frasco tomar un mililitro y mezclarlo con 99 mL de
agua estéril, agitar perfectamente tomar de esta ultima suspension un
mililitro de cada uno y mezclarlos con 99 mL de agua estéril, mezclar
perfectamente filtrar dos volumenes de 25 mL por membrana tamafio de
poro de 0.45um, una de las membranas sembrar en agar endo incubar a
35°C = 1.0 durante 24 h , la otra membrana se siembra en agar m-FC,
incubar a 44°C + 0.5, ver figura 9

Después de la incubacion se revisan las cajas si el resultado es
incontable, preparar nuevamente la suspension de bacterias con la cepa
previamente resembrada con el %T fijado, se toman alicuotas de 1, 3y 5
mL, se llevan a un volumen de 100 mL, se agita y se toma de cada frasco
un mililitro, se mezclan con 99 mL de agua, se agitan se toma
nuevamente 1 mL de cada frasco y se mezclan con 99 mL de agua, se
agita, se filtran dos volimenes de 25 mL por membrana de 0.45um, una
de las membranas se siembra en agar endo incubando a 35°C £ 1.0
durante 24 h, la otra membrana se siembra en agar m-FC incubando a
44°C % 0.5 durante 24 h, ver figura 9

Si las colonias son bien definidas en todas las alicuotas, se procede a
evaluar, el %T, hacia arriba y hacia abajo, utilizando las diluciones ya
establecidas, pero cambiando el volumen de siembra, sembrando 25 mL.
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Suspension de bacterias
(Escherichia coli ATCC 25922)

Tomar alicuotas de:
mL 3mL 5mL

Completar a un volumen de 100 mL con
agua estéril y agitar perfectamente, tomar

un mililitro de cada frasco Si se desea preparar otra dilucion,

después de haber realizado este paso,

<«——— tomar otro mililitro, mezclarlo con 99 mL
ImL 1mL imL de agua y se procede a realizar el
filtrado

Mezclar con 99 ml de agua y filtrar dos volumenes
de 25 mL, utilizando membrana de poro de0.45um

AT A A

25mL 25 mL 25mL 256mL 25mL 25mL

O QO OO0 OO0

Siembra en agar endo y en agar m-FC, incubar endo a
35°C + ldurante 24 h y m-FC a 44°C + 0.5 durante 24 h.

CoL L

= = BB = =
endo m-FC endo m-FC endo m-FC

Figura 9. Procedimiento para determinar las diluciones adecuadas
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4.2.2.6 Determinacion del rango de %T. Una vez que se tenga elegido
el %T y el factor de dilucion, evaluar dos diferentes %T, es decir uno hacia
arriba y el otro hacia abajo.

4.2.2.7 Evaluacién Estadistica. Con los datos obtenidos evaluar si el
meétodo de preparacion es repetible y reproducible.

4.2.2.8 Conclusiones.
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5. Resultados y Analisis de Resultados

5.1 Preparacion del Microorganismo

Microorganismo Agar Incubacion Observaciones
Escherichia coli Infusién cerebro 35°C 24h Al realizar siembra se
ATCC 25922 corazon observan colonias blancas,

redondas, crecimiento pobre

Escherichia coli Infusiéon cerebro 35°C 24h Al realizar resiembra se
ATCC 25922 corazon observan colonias blancas,
redondas, crecimiento
abundante

Tabla 7. Resultados obtenidos de la preparacion del microorganismo.

Se puede observar en la tabla 7, que al realizar la siembra del
microorganismo, el crecimiento fue pobre, esto se debe a que al momento
de sembrar de la cepa original, no todas las bacterias se encontraban
viables, algunas ya se encontraban en la fase de muerte, al efectuar la
resiembra del microorganismo, se aprecia un crecimiento abundante, esto
se debe a que las bacterias se encontraban en la fase exponencial de la
curva de crecimiento.

5.2 Reto Bacteriano

Microorganismo Agar Incubacién Observaciones
Salmonella
typhimurium ENDO 35°C 24h Colonias Incoloras
ATCC 14028
Salmonella
typhimurium m-FC 44°C 24h Colonias grisaceas
ATCC 14028
Staphylococcus
aureus ENDO 35°C 24h Sin crecimiento
ATCC 25923
Staphylococcus
aureus m-FC 44°C 24h Sin crecimiento
ATCC 25923
Escherichia coli ; : ;
o Colonias rojas, brillo
ATCC 25922 ENDO 35°C 24h metalico
Escherichia coli m-FC 44°C 24h Colonias azules

ATCC 25922

Tabla 8. Resultados obtenidos de las pruebas de reto bacteriano en agar
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Microorganismo | Incubacion Observaciones
Salmonella L .
typhimurium 35°C 24h Produccién deégc?jo(-()_,)producaon de
ATCC 14028
Escherichia coli 35°C 24h Produccion de gas (+), produccién de
ATCC 25922 acido (+)

Tabla 9. Resultados obtenidos de las pruebas de reto bacteriano en caldo
rojo de fenol mas lactosa

Se aprecia en la tabla 8, la diferente morfologia colonial que presentan las
cepas bacterianas al sembrarlas en los agares ENDO y m-FC, esto se debe
a la capacidad que tienen para fermentar la lactosa, la cepa de
Escherichia coli ATCC 25922, presenta colonias rojas, esto es por la
fermentacién de la lactosa, al fermentarla produce acido, el indicador que
contiene el medio de cultivo vira y se aprecian las colonias rojas, las
colonias de Salmonella typhimurium ATCC 14028, se observan incoloras,
esto se debe a que no fermentan la lactosa y el indicador no vira, para el
caso de la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923, no se observa
crecimiento en ninguno de los dos medios de cultivo, debido a que el agar
ENDO contiene sulfito de sodio y fucsina que inhibe el crecimiento de las
bacterias gram positivas, el agar m-FC, contiene sales biliares que también
inhiben el crecimiento de las bacterias gram positivas.

En la tabla 9 se observa la confirmacion de la diferenciacién fisiologica de
las cepas utilizadas, la produccién de gas y de acido se debe al consumo de
la lactosa.
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5.3 Determinacion del %T

Volumen de Siembra: 25 mL

Agar Endo Agar m-FC
% T Observaciones Observaciones
Se observa abundante e
90 o Se observa abundante crecimiento
crecimiento
Se observa abundante e
91 o Se observa abundante crecimiento
crecimiento
Se observa abundante .
92 o Se observa abundante crecimiento
crecimiento
Se observa abundante o
93 o Se observa abundante crecimiento
crecimiento
Se observa abundante .
94 o Se observa abundante crecimiento
crecimiento
Se observa abundante e
95 o Se observa abundante crecimiento
crecimiento
Se observa abundante .
96 o Se observa abundante crecimiento
crecimiento
Aunque no se pueden contar, el Aunqgue no se pueden contar, el
97 crecimiento comienza a disminuir, crecimiento comienza a disminuir,
con relaciéon a los otros % T. con relacion a los otros % T.
Aunque no se pueden contar, el Aunqgue no se pueden contar, el
98 crecimiento comienza a disminuir, crecimiento comienza a disminuir,
con relaciéon a los otros % T. con relacion a los otros % T.
Aungue no se pueden contar, el Aungue no se pueden contar, el
98.5 crecimiento comienza a disminuir, crecimiento comienza a disminuir,
con relacién a los otros % T. con relacién a los otros % T.
Aungue no se pueden contar, el Aungue no se pueden contar, el
98.6 crecimiento comienza a disminuir, crecimiento comienza a disminuir,
con relacién a los otros % T. con relacién a los otros % T.
El crecimiento bacteriano El crecimiento bacteriano
disminuye, con relacion a los %T, disminuye, con relacion a los %T,
98.7 en el centro no se distinguen las en el centro no se distinguen las

UFC, pero en las orillas de caja se
distinguen, por lo tanto este es el
%T que se fija

UFC, pero en las orillas de caja se
distinguen, por lo tanto este es el
%T que se fija

Tabla 10. Resultados de la determinacion del %T ,el resultado fue
incontable para las alicuotas de 1,3y 5 mL.
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Al observar la tabla 10 nos podemos dar cuenta que se comenzo a trabajar
a partir del 90 %T , como el resultado fue incontable se fue aumentando una
unidad cada vez en la preparacion de la suspension, en todas el resultado
es incontable debido a la cantidad de microorganismos presentes en la
suspensioén, cuando se prepara la suspension al 97 %T aunque el resultado
también era incontable el crecimiento era menos en comparacion con los
otros %T, se preparo la suspension al 98 %T, después del periodo de
incubacion, el crecimiento disminuye considerablemente, por esta razén se
procede a prepara una suspension al 98.5 %T, después del periodo de
incubacion el crecimiento disminuye bastante, por esta razén se prepararon
otras dos suspensiones aumentando de 0.1 %T en 0.1 %T , cuando se
prepara la suspension al 98.7 %T el resultado después del periodo de
incubacion en los dos medios de cultivo (endo y m-FC) es que en el centro
de la caja no se distinguian las colonias pero en la orilla de la membrana ya
se observaban colonias definidas, por tal motivo este fue el %T que se fijo.

5.2 Determinacion del Factor de Dilucion

%T =98.7 Volumen de sembrado: 25 mL
Dilucion 1 Dilucion 2
Agar UFC UFC
(mL:10™) (mL:10°)
Endo 1 > 400 1 105
m-FC 1 > 400 1 102
Endo 3 > 400 3 284
M-FC 3 > 400 3 279
Endo 5 > 400 5 420
M-EC 5 > 400 5 415

Tabla 11. Resultados obtenidos de la determinacion del factor de diluciéon

Después de que se determino el %T se comenz0 a realizar diluciones, en la
tabla 11 se concentran los resultados obtenidos después de haber realizado
dos diluciones diferentes.

En la primer dilucién, las colonias ya se observaban definidas, pero por la
cantidad de UFC, no se podian contar adecuadamente, se contabilizaron en
todas las cajas mas de 400 UFC, esto debido a en la membrana se
quedaban retenidos una cantidad abundante de bacterias que al
reproducirse impedian que se contabilizaran adecuadamente por tal motivo,
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se efectud una segunda dilucion, al filtrar la segunda dilucion, las colonias
ya se encontraban bien definidas y su contabilizacion era ya posible, debido

a que el numero de bacterias que se quedaron retenidas en el filtro era
menor.

5.3 Determinacion del rango del %T

Agar Alicuota: 1 mL Alicuota: 3 mL
Endo Fcalc: 3.23 Fcalc: 0.58
Ftablas: 3.88 Ftablas: 3.88
m-FC Fcalc: 3.85 Fcalc: 3.79
Ftablas: 3.88 Ftablas: 3.88

Tabla 12. Resultados obtenidos de evaluar el rango del %T

Estadigrafo de contraste:
Ho: No hay efecto de % T
Ha: Si hay efectode % T
Fcalc < Ftablas, por lo tanto Ho se acepta

Como podemos observar en todos los casos Fcalc es menor a la Ftablas,
esto se debe a que no existe efecto de %T, es decir que si podemos tener
un rango del %T cuando se este preparando una suspension de bacterias,
en la parte de evaluacion estadistica se describe el analisis de varianza.
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5.4 Evaluacion Estadistica

5.4.1 Determinacion de los limites de confianza de la media

1mL 3 mL 5mL
Agar

UFC UFC UFC
ENDO 105-111 284-299 405-420
m-FC 102-109 282-295 400-411

Tabla 13. Resultados obtenidos de los limites de confianza de la media

En la tabla 13, se concentran los resultados de los limites de confianza de
las medias para cada una de las alicuotas, estos resultados se obtuvieron
después de realizar 10 repeticiones de cada alicuota (nivel), se determind la
media, la desviacion normal, el coeficiente de variacion y los limites
superiores e inferiores (ver anexo C), de cada alicuota tomada de la
suspension original, sembrada en los dos medios de cultivo.

Este calculo se realizo para definir el intervalo dentro del cual pudiéramos
suponer de manera razonable que se encuentra el valor verdadero, esto por
que se tenia que definir el valor de cuantas UFC equivalia una suspensién
al 98.7 %T después de dos diluciones, estos limites serviran para poder
aceptar una determinacion usando una suspension del microorganismo
(Escherichia coli ATCC 25922).

5.4.2 Repetibilidad

Agar Alicuota: 1 mL Alicuota: 3 mL

Endo ¥ calc:  0.2407 ¥*calc:  0.2405
¥* tablas: 9.48 ¥’ tablas: 9.48

m-FC x>calc: 0.7619 x>calc:  0.3819
¥’ tablas: 9.48 ¥’ tablas: 9.48

Tabla 14. Resultados Obtenidos de evaluar la repetibilidad
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Estadigrafo de Contraste:

Ho: La preparacion es repetible con mL
Ha: La preparacion No es repetible con __ mL

¥* calc< y*tablas, por lo tanto Ho se acepta

Los resultados de repetibilidad, se encuentran concentrados en la tabla 14,
la secuencia mas detallada se puede encontrar en el anexo C, se evalud
cada alicuota tomada de la suspension original en cada medio de cultivo
utilizado, esto se realizo porque se necesitaba saber si el método de
preparacion para cada alicuota tomada de la suspension original y después
de dos diluciones podia ser repetible, para confirmar esto se realiz6 prueba
chi-cuadrada (x°), esta prueba se realizo para probar si las frecuencias
observadas difieren en forma significativa de las que se podrian esperar.

El estudio para la alicuota de 5 mL no se realizo, esto debido al numero de
colonias al cual equivale esta alicuota, que para algunos analistas es dificil
contar, en todos los casos y° calc < y° tablas, por lo tanto todas las
preparaciones son repetibles.

5.4.3 Reproducibilidad

Alicuotas Original: 1 y 3 mL Unidades: %Recobro
Agar: Endo Volumen de Siembra: 25 mL
Analista dial dia2

1 96.29 106.21
99.07 99.12
101.85 97.28
107.71 95.36
99.31 102.35
100.34 101.25
2 98.25 98.25
102.25 102.58
98.02 101.02
98.29 99.23
100.02 98.56
105.23 102.36

Tabla 15. Resultados obtenidos de la prueba de reproducibilidad de las
alicuotas de 1y 3 mL, sembradas en agar endo
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Estadigrafo de contraste:

a) Ho: no hay efecto del analista; Ha: si hay efecto del analista

b) Ho: no hay efecto del dia ; Ha: si hay efecto del dia

c) Ho: no hay efecto de la interaccion analista/dia

Ha: si hay efecto de la interaccion analista/dia

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las

Promedio de los

variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad cuadrados F Calc. F tab.
Muestra 0.18026667 1 0.18026667 0.01720993 4.35125003
Columnas 0.39015 1 0.39015 0.03724735 4.35125003
Interaccion 0.36015 1 0.36015 0.03438327 4.35125003
Dentro del grupo 209.491433 20 10.4745717
Total 210.422 23
Total 0.18026667 1

Tabla 16. Analisis de varianza de las alicuotas de 1y 3 mL, sembradas en
agar ENDO

Alicuotas Originales: 1 y 3 mL Unidades: %R

Agar: m-FC Volumen de Siembra: 25 mL

Analista dial dia2
1 97.14 99.04
105.71 102.85
95.23 103
96.12 99
95.61 105
96 101.25
2 98.23 100.34
99.54 97.93
97.85 96.35
102.56 102.56
101.57 103.95
99.58 98.56

Tabla 17. Resultados obtenidos de la prueba de reproducibilidad de las
alicuotas de 1y 3 mL, sembradas en agar m-FC

44



Estadigrafo de contraste:

a) Ho: no hay efecto del analista; Ha: si hay efecto del analista

b) Ho: no hay efecto del dia ; Ha: si hay efecto del dia

c) Ho: no hay efecto de la interaccion analista/dia

Ha: si hay efecto de la interaccion analista/dia

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las

Promedio de los

variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad cuadrados F Calc. F tab.
Muestra 0.39270417 1 0.39270417 0.04680691 4.35125003
Columnas 25.3998375 1 25.3998375 3.02743902 4.35125003
Interaccion 23.9400375 1 23.9400375 2.8534436 4.35125003
Dentro del grupo 167.797517 20 8.38987583
Total 217.530096 23
Total 0.39270417 1

Tabla 18. Analisis de varianza de las alicuotas de 1y 3 mL, sembradas en

agar m-FC

Para el estudio de Reproducibilidad se evalué la preparacion de las
suspensiones por dos analistas diferentes en dias diferentes,
determinaron los % Recobro, esto para poder realizar el andlisis de
varianza, se prepararon las dos alicuotas por triplicado, esto por dos
analistas en dos dias diferentes es por eso que en las tablas 15 y 16
aparecen 6 niveles ( 3 por la alicuota de 1 mL y 3 por la alicuota de 3 mL),
en los dos casos (incubacion en agar endo y en agar m-FC), las
Fcalc < Ftab, por lo que no existe efecto por analista, no hay efecto por el
dia de preparacion y por ultimo no existe efecto analista-dia.

se
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5.4.4 Determinacion del Rango del %T

Alicuota Original: 1 mL Unidades: UFC

Agar: Endo Volumen de siembra: 25 mL

%T | Analisis 1 | Analisis 2 | Analisis 3 | Analisis 4 | Analisis 5
98.6 107 110 109 104 108
98.7 102 109 106 108 107
98.8 105 103 105 103 105

Tabla 19, Resultados de la evaluacion del % T, partiendo de una alicuota
original de 1 mL

Analisis de varianza de un factor

Ho: No hay efectode % T Confianza = 0.05

Ha: Si hay efectode % T

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Dia 1 3 538 107.6 5.3
Dia 2 3 532 106.4 7.3
Dia 3 3 521 104.2 1.2
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados Fcalculada F tablas
Entre grupos 29.7333333 2 14.8666667 3.23188406 3.88
Dentro de los
grupos 55.2 12 4.6
Total 84.9333333 14

Tabla 20. Andlisis de varianza, de una alicuota de 1 mL, utilizando agar ENDO

F calc < F tab, por lo tanto se acepta Ho
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Alicuota Original: 3 mL Unidades: UFC

Agar: Endo Volumen de siembra: 25 mL

%T | Analisis 1 | Analisis 2 | Analisis 3 | Analisis 4 | Analisis 5
98.6 290 296 295 299 290
98.7 284 290 300 296 283
98.8 280 288 292 288 301

Tabla 21, Resultados de la evaluacion del % T, partiendo de una alicuota

original de 3 mL

Analisis de varianza de un factor

Ho: No hay efectode % T
Ha: Si hay efectode % T

Confianza = 0.05

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Dia 1 3 1470 294 15.5
Dia 2 3 1453 290.6 54.8
Dia 3 3 1449 289.8 58.2
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados Fcalculada F tablas
Entre grupos 49.7333333 2 24.8666667 0.58054475 3.88
Dentro de los
grupos 514 12 42.8333333
Total 563.733333 14

Tabla 22. Analisis de varianza, de una alicuota de 3 mL, utilizando agar ENDO

F calc < F tab, por lo tanto se acepta Ho
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Alicuota Original: 1 mL Unidades: UFC

Agar: m-FC Volumen de siembra: 25 mL

%T | Analisis 1 | Analisis 2 | Analisis 3 | Analisis 4 | Analisis 5
98.6 109 110 106 108 109
98.7 102 100 106 108 105
98.8 100 108 105 101 106

Tabla 23. Resultados de la evaluacion del % T, partiendo de una alicuota
original de 1mL

Anéalisis de varianza de un factor

Ho: No hay efecto de % T Confianza = 0.05

Ha: Si hay efectode % T

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Dia 1 3 542 108.4 2.3
Dia 2 3 521 104.2 10.2
Dia 3 3 520 104 11.5
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados Fcalculada F tablas
Entre grupos 61.7333333 2 30.8666667 3.85833333 3.88
Dentro de los
grupos 96 12 8
Total 157.733333 14

Tabla 24. Andlisis de varianza, de una alicuota de 1 mL, utilizando agar m-FC

F calc < F tab, por lo tanto se acepta Ho
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Alicuota Original: 3 mL Unidades: UFC

Agar: m-FC Volumen de siembra: 25 mL

%T | Analisis 1 | Analisis 2 | Analisis 3 | Analisis 4 | Analisis 5
98.6 285 289 286 290 287
98.7 281 286 289 292 283
98.8 276 281 278 286 285

Tabla 25, Resultados de la evaluacion del % T, partiendo de una alicuota
original de 3 mL

Analisis de varianza de un factor

Ho: No hay efectode % T
Ha: Si hay efectode % T

Confianza = 0.05

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Dial 3 1437 287.4 4.3
Dia 2 3 1431 286.2 19.7
Dia 3 3 1406 281.2 18.7
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados Fcalculada F tablas
Entre grupos 108.133333 2 54.0666667 3.79859485 3.88
Dentro de los
grupos 170.8 12 14.2333333
Total 278.933333 14

Tabla 26. Analisis de varianza, de una alicuota de 3 mL, utilizando agar m-FC
F calc < F tab, por lo tanto se acepta Ho

Se necesitaba saber si la suspension se tendria que preparar a 98.7 %T 0 Si
podia tener un intervalo, por tal motivo se prepararon las suspensiones a
98.6 %T, 98.7 %T y 98.8 %T de las alicuotas de la suspension original de 1
mL y 3 mL, los resultados obtenidos se encuentran en la tablas 17, 18, 19y
20, los estadigrafos después de cada tabla muestran en todos los casos
gue Fcalc < Ftab, lo que significa que no existe efecto del %T.
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6. Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos se concluye que el método para
preparar una suspension de Escherichia coli ATCC 25922 a 580 nm y
98.7 %T es repetible y reproducible en varios dias y por diferentes analistas.

También se concluye que la preparacién de la suspension de Escherichia
coli ATCC 25922 a 580 nm, se puede preparar a 98.7 %T £ 0.1 %T sin que
exista efecto en los resultados por esto.

Por ultimo se cumplié el objetivo de la Implementacion en el método de
filtracion por membrana para la determinacion de bacterias coliformes en
muestras de agua, teniendo criterios para poder aceptar o rechazar
resultados obtenidos después de utilizar la suspension de Escherichia coli
ATCC 25922 prepara a 98.7 %T £ 0.1 %T con una longitud de onda de 580
nm, y con una dilucién 1:10-6 se obtendra una media de UFC de 105
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7. Propuestas y/o Recomendaciones.

1. La determinacion debe realizarse en condiciones asépticas.

2. Antes de preparar la suspension es importante resembrar la cepa.

3. Una vez preparada la suspension agitar perfectamente antes de tomar
cualquier alicuota.

4. La suspension debe de prepararse con agua estéril.

5. El método solo podréa ser realizado por personal capacitado.
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Anexo A Medios de Cultivo

Agar ENDO

USO:

Medio de cultivo selectivo y diferencial utilizado con mas frecuencia en
microbiologia sanitaria para identificacibn de organismos entéricos
patégenos.

PRINCIPIO:

La peptona proporciona los nutrientes necesarios para el desarrollo de los
microorganismos, la lactosa es el carbohidrato fermentable, el fosfato di
potasico actiia como regulador de pH del medio de cultivo.

La selectividad del agar ENDO resulta de la combinacion del sulfito de
sodio-fucsina basica que inhiben a las bacterias gram positivas. Los
coliformes fermentan la lactosa, formando aldehido y &cido, desarrollando
colonias rojas con o sin brillo metalico, producido por la cristalizacién de
fucsina. Las bacterias que no fermentan la lactosa forman colonias
incoloras, quedando del color del medio de cultivo por estria cruzada.
Incubar 24 h a 35 °C.

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA:

Agar 15.0 Lactosa 10.0

Fucsina basica 0.5 Peptona de carne 10.0

Fosfato 3.5 Sulfito de Sodio 2.5
dipotasico

Tabla 27 Composicion de agar Endo pH 7.4 £ 0.2

PREPARACION:

Rehidratar 41.5 g del medio en un litro de agua destilada, reposar 10 a 15
minutos, calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion
durante un minuto para disolverlo por completo, esterilizar en autoclave a
121 °C (15 libras de presion) durante 10 minutos, dejar enfriar y dosificar en
cajas petri estériles, conservar en refrigeracion.
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Agar Infusion Cerebro Corazén

USO:

Para el cultivo de una gran cantidad de microorganismos , también se utiliza
para el aislamiento de hongos.

PRINCIPIO:

En este medio las peptonas y la infusion son fuentes de nitrégeno, carbono,
azufre, vitaminas y factores de crecimiento, la dextrosa es la fuente de
carbohidratos (energia), y el fosfato actia como regulador de pH, el medio
de cultivo puede ser adicionado con sangre de carnero, proporcionando
factores esenciales de crecimiento para otros organismos exigentes.

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA:

Agar 15.0 Infusion cerebro 7.7
de ternera
Cloruro de sodio 5.0 Infusidon corazon 9.8
de res
Dextrosa 2.0 Peptona especial 10.0
Fosfato 2.5
dipotésico

Tabla 28 Composicidon de agar Infusion Cerebro Corazén pH 7.4 £ 0.2

PREPARACION:

Rehidratar 52 g del medio en un litro de agua destilada, reposar 10 a 15
minutos, calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion
durante un minuto para disolverlo por completo, esterilizar en autoclave a
121 °C (15 libras de presion) durante 10 minutos, dejar enfriar y dosificar en
cajas petri estériles, conservar en refrigeracion.

56




Agar m-FC

USO:

Para el aislamiento de organismos capaces de formar aerObicamente
colonias a 44 + 0.5 °C en un medio de cultivo lactosado selectivo y
diferencial, con produccién de acido y aldehido dentro de un periodo de 24
h.

PRINCIPIO:

El extracto de peptona y el de levadura son la fuente nutritiva, las sales de
bilis sirven para inhibir a la bacterias gram positivas, los coliformes
fermentan la lactosa, formando aldehido y acido, desarrollando colonias
azules, las bacterias que no fermentan la lactosa forman colonias grisaseas
o incoloras.

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA:

Agar 15.0 Cloruro de Sodio 5.0
Proteina de 5.0 Sales de bilis 1.5
peptona
Triptosa 10.0 Lactosa 12.5
Extracto de 3.0 Azul métilico 0.1
Levadura

Tabla 29 Composicion de agar m-FC
PREPARACION:

Rehidratar 52 g del medio en un litro de agua destilada, reposar 10 a 15
minutos, agregar 10 mL de acido rosolico al 1 % en hidroxido de sodio 0.2 N
esterilizar en autoclave a 121 °C (15 libras de presion) durante 10 minutos,
dosificar en cajas petri estériles, conservar en refrigeracion.
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Caldo Rojo de Fenol con Lactosa

USO:

Para la identificaciobn bioquimica de microorganismos basandose en su
capacidad para fermentar la Lactosa

PRINCIPIO:

En esta formula la peptona de caseina proporciona los nutrientes
necesarios para el crecimiento de los microorganismos, la lactosa es el
carbohidrato fermentable, al ser utilizado acidifica el medio manifestandose
por una reaccion acida por la presencia del indicador rojo de fenol, la
deteccion del gas se observa en la campana de Durham.

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA:

Cloruro de Sodio 5.0
Peptona de Caseina 10.0
Lactosa 5.0
Rojo de Fenol 0.018

Tabla 30 Composicién del caldo rojo de fenol con lactosa pH 7.4 £ 0.2

PREPARACION:

Rehidratar 20 g del medio en un litro de agua destilada, reposar 10 a 15
minutos, distribuir en tubos de ensaye con o sin campana, esterilizar en
autoclave a 121 °C (15 libras de presion) durante 10 minutos, dejar enfriar y
dosificar en cajas petri estériles, conservar en refrigeracion.
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Anexo B. Caracterizacion de Bacterias

Caracterizacion de E.N.C.B. Escherichia coli ATCC 25922

PRUEBA

RESULTADO

Morfologia microscépica

Bacilos Gram negativos

Arreglo Aislados
Produccion de gas a partir de glucosa +
Produccion de gas a partir de Trehalosa +
Produccion de gas a partir de L-Ramnosa +
Produccion de gas a partir de Mio-Inositol +
Produccioén de gas a partir de L-arabinosa +
Produccién de gas a partir de Celobisa )
Produccion de gas a partir de Maltosa +
Produccion de gas a partir de Lactosa +
Desc. Ornitina +
Crecimiento y utilizacion de Mucato +
Acetato +
Rojo de metilo +
Voges Poskauer -
KCN -
Indol +
Movilidad +
Ureasa -

Citrato de Simmons

Produccién de H,S

Tabla 31 Caracterizacion de la cepa Escherichia coli ATCC 25922
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Caracterizacion de E.N.C.B. Salmonella typhimurium ATCC 14028

PRUEBA

RESULTADO

Morfologia microscépica

Bacilos Gram negativos

Produccion de gas a partir de glucosa

+

Produccion de gas a partir de Inositol

Produccion de gas a partir de Arabinosa

Produccioén de gas a partir de Dulcitol

Produccion de gas a partir de Lactosa

Rojo de metilo

Lisina

Arginina

Orinitina

Indol

Movilidad

Ureasa

Citrato de Simmons

+

Produccién de H,S

+

Tabla 32 Caracterizacion de la cepa Salmonella typhimurium ATCC 14028

60




Caracterizacion de E.N.C.B. Staphylococcus aureus ATCC 25923

Prueba

Resultado

Morfologia microscopica

Cocos gram positivos

Arreglo En racimos
Crecimiento aerobio +
Crecimiento anaerobio +
Crecimiento en NaCL al 10% +
Crecimiento en NaCl al 15 % +
Crecimiento a 15 °C +
Crecimiento a 45 °C +
Acetil Metil Carbinol +
Xilosa -
Rafinosa -
Sacarosa +
Maltosa +
Manitol +
Catalasa +
Ureasa +
Coagulasa (plasma humano) +
Hemodlisis Beta
Desoxiribonucleasa +
Sensibilidad a novobiocina +

Tabla 33 Caracterizacion de la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923
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ANEXO C. Evaluacion Estadistica

Determinacion de los Limites de Confianza de la Media

Agar Endo Agar m-FC
Alicuota Original (mL) Alicuota Original (mL)
1 3 5 1 3 5

105 UFC 284 UFC 420 UFC 102 UFC 279 UFC 415 UFC

109 UFC 290 UFC 416 UFC 100 UFC 286 UFC 409 UFC

106 UFC 300 UFC 418 UFC 106 UFC 295 UFC 410 UFC

113 UFC 296 UFC 420 UFC 108 UFC 292 UFC 412 UFC

107 UFC 283 UFC 415 UFC 105 UFC 283 UFC 409 UFC

110 UFC 295 UFC 408 UFC 102 UFC 292 UFC 399 UFC

104 UFC 278 UFC 399 UFC 102 UFC 289 UFC 400 UFC

111 UFC 289 UFC 421 UFC 106 UFC 278 UFC 402 UFC

105 UFC 301 UFC 400 UFC 110 UFC 296 UFC 398 UFC

112 UFC 298 UFC 410 UFC 112 UFC 298 UFC 402 UFC

Media 108 UFC 291 UFC 412 UFC 105 UFC 288UFC 405 UFC
Desviacion 3.2249031 |7.86271087 | 8.1520277 |3.88873016 | 7.06792442 | 6.05896948
t 2.26215889 | 2.26215889 | 2.26215889 | 2.26215889 | 2.26215889 | 2.26215889
Intervalo £ |2.97827057 | 7.26139039 | 7.52858098 | 3.59132979 | 6.52738721 | 5.59559463

Coef. Variacion 2.98 2.70 1.97 3.70 2.45 1.49
LCS 111 UFC 299 UFC 420 UFC 109 UFC 295 UFC 411 UFC
LCI 105 UFC 284 UFC 405 UFC 102 UFC 282 UFC 400 UFC

LCS=Limite de Confianza Superior, LCI=Limite de Confianza Inferior, t=t de Student 95% de confianza, g.l.= 9

Tabla 34. Resultados obtenidos de la determinaciéon de los limites de
confianza de la media,

Criterio de aceptacion para el Coeficiente de Variacion, C.V. <5 %
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Repetibilidad

Alicuota Original : 1 mL Unidades: UFC
Agar:. Endo Volumen de Siembra: 25 mL
Valor Obtenido | Valor Esperado | Obt. - Esp. | (Obt. - Esp.)’/Esp.

104 108 -4 0.148148148
107 108 -1 0.009259259
110 108 2 0.037037037
110 108 2 0.037037037
109 108 1 0.009259259

0 0.240740741

Tabla 35. Resultados obtenidos de la prueba de repetibilidad de la alicuota
de 1 mL, sembrada en agar endo

Estadigrafo de Contraste Confianza= 0.05 gl.=4

¥ calc = 0.240740741 Ho: La preparacion es repetible con 1 mL
x*tedrica = 9.487728465 Ha: La preparacion No es repetible con 1 mL
x2 calc < y2 tedrica por lo tanto Ho se acepta

Alicuota Original : 1 mL Unidades: UFC
Agar. m-FC  Volumen de Siembra: 25 mL
Valor Obtenido Valor Esperado | Obt. - Esp. | (Obt. - Esp.)*/Esp.

102 105 -3 0.085714286
111 105 6 0.342857143
100 105 -5 0.238095238
104 105 -1 0.00952381
108 105 3 0.085714286

0 0.761904762

Tabla 36. Resultados obtenidos de la prueba de repetibilidad de la alicuota
de 1 mL, sembrada en agar m-FC

Estadigrafo de Contraste Confianza= 0.05 gl.=4

¥? calc = 0.761904762 Ho: La preparacion es repetible con 1 mL
x*tedrica = 9.487728465 Ha: La preparacion No es repetible con 1 mL
x2 calc < 2 teorica por lo tanto Ho se acepta
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Alicuota Original : 3 mL Unidades:UFC
Agar: Endo  Volumen de Siembra: 25 mL

Valor Obtenido Valor Esperado | Obt. - Esp. | (Obt. - Esp.)’/Esp.
296 291 5 0.085910653
289 291 -2 0.013745704
292 291 1 0.003436426
285 291 -6 0.12371134
293 291 2 0.013745704
0 0.240549828

Tabla 37 Resultados obtenidos de la prueba de repetibilidad de la alicuota
de 3 mL, sembrada en agar endo

Estadigrafo de Contraste Confianza= 0.05 gl.=4

xz calc= 0.240549828 Ho: La preparacion es repetible con 1 mL

X’ tedrica= 9.487728465 Ha: La preparacion No es repetible con 1 mL
x2 calc < 2 tedrica por lo tanto Ho se acepta

Alicuota Original : 3 mL Unidades: UFC

Agar: m-FC  Volumen de Siembra: 25 mL

Valor Obtenido Valor Esperado | Obt. - Esp. | (Obt. - Esp.)’/Esp.
286 288 -2 0.013888889
295 288 7 0.170138889
292 288 4 0.055555556
283 288 -5 0.086805556
284 288 -4 0.055555556
0 0.381944444

Tabla 38. Resultados obtenidos de la prueba de repetibilidad de la alicuota
de 3 mL, sembrada en agar m-FC

Estadigrafo de Contraste Confianza= 0.05 gl.=4

¥? calc = 0.381944444 Ho: La preparacion es repetible con 1 mL
x*tedrica = 9.487728465 Ha: La preparacion No es repetible con 1 mL
x2 calc < %2 teodrica por lo tanto Ho se acepta

Repetibilidad
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Analisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo

RESUMEN dial
analista 1
Cuenta 6 6 12
Suma 604.57 601.57 1206.14
Promedio 100.761667 100.261667 100.511667
Varianza 14.9212967 14.9881367 13.6633788
analista 2
Cuenta 6 6 12
Suma 602.06 602 1204.06
Promedio 100.343333 100.333333 100.338333
Varianza 8.32310667 3.66574667 5.44950606
Total
Cuenta 12 12
Suma 1206.63 1203.57
Promedio 100.5525 100.2975
Varianza 10.6133659 8.48043864

Tabla 39. Andlisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo,

sembrado en agar ENDO

RESUMEN dial
analista 1
Cuenta 6 6 12
Suma 585.81 610.14 1195.95
Promedio 97.635 101.69 99.6625
Varianza 16.06075 5.694 14.3729841
analista 2
Cuenta 6 6 12
Suma 599.33 599.69 1199.02
Promedio 99.8883333 99.9483333 99.9183333
Varianza 3.41741667 8.38733667 5.36677879
Total
Cuenta 12 12
Suma 1185.14 1209.83
Promedio 98.7616667 100.819167
Varianza 10.2384879 7.22789924

Tabla 40. Analisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo,

sembrado en agar m-FC
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