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1. RESUMEN

Se evalud una métode de campo sencillo para determinar la presencia de coliformes
totales en agua para dicho estudio se analizaron un total de 280 muestras de agua
referidas al Laboratoric Unificado de Contro! de Alimentos y de Medicamentos (LUCAM)
y al Instituto de Nutricion de Centroamérica y Panama (INCAP).

A cada muestra se le determind el método DAT-PA (disco agua test — presencia
ausencia) y el método estandar de Fermentacion de Tubos Multiples (NMP) para validar
la prueba.

El método DAT-PA fue evaluado a dos temperaturas: 36° C + 1 y 25° C 1 resultando
optimas para el crecimiento de coliformes totales. Las condiciones de transporte,
almacenamiento y estabilidad también fueron evaluadas observandose que tanto la
temperatura ambiente y de refrigeraciéon (25° C y 8° C) permiten que la estabilidad del
medio se mantenga durante tres meses teniendo el cuidado de no exponerlo a la luz ya
que ésta deteriora el disco. Para manejar en forma sencilla la prueba, fue evaluado el
uso de bolsas plasticas estériles las cuales permiten que el disco DAT - PA se conserve
en Optimas condiciones y al mismo tiempo no ocupe espacio al momento de
almacenario.

Estadisticamente los métodos fueron comparados obteniéndose una muy buena
correlacion con el método de referencia Fermentacion de Tubos Multiples (NMP). La
sensibilidad fue de 93 po ciento y la especificidad fue de 95 por ciento.

Se concluye que es un método sensible y especifico de caracter cualitativo que puede
ser aplicado para el monitoreo de aguas ya que fue disefiado para uso de la poblacion
que no cuenta con recursos de infraestructura y personal capacitado para realizar el

examen bacteriologico del agua.




2. INTRODUCCION

La calidad del agua se refiere a que este libre de contaminantes quimicos y biolégicos.

Los contaminantes bioldgicos son de primordial importancia, y se refieren a que el agua
debe llegar al consumindor libre de contaminacién con excretas humanas y de animales
para evitar la transmision de enfermedades gastrointestinales.

La forma mas sensible y especifica de medir la calidad biologica o higiénica del agua
para consumo humano es a traves del examen bacteriologico. Este examen se basa en
la busqueda de microorganismos indicadores de contaminacion fecal, lo que evita que
se tenga que investigar todos los microorganismos patéogenos que pueden presentarse
en el agua, lo que llevaria demasiado tiempo en la obtencidn de resultados y seria una
tarea compleja en los laboratorios.

Desde hace muchos afos se reconoce a las bacterias del grupo coliforme como el
indicador mas aceptado para estimar contaminacién fecal en el agua para consumo
humano. El grupo coliforme esta formado por bacterias que universalmente son
excretadas en grandes cantidades en las heces humanas y de animales. Sin embargo;
algunas especies de este grupo no necesariamente son de origen fecal y pueden enstar
presentes en otros ambientes, y no solo formando parte de la flora intestinal. Por esta
razon, se considera a E. coli como el indicador mas preciso de contaminacion fecal.
Para facilitar las pruebas de laboratorio se ha identificado dentro del grupo coliforme a
los “coliformes totales”, “fecales” dentro de los que se incluye a E. coli. Por tal razon la
presencia de éste microorganismo en el agua, en la mayoria de los casos guarda una
relacion directa con los “coliformes fecales” La determinacion del grupo coliforme
identificado como “coliformes totales”, “coliformes fecales” o también llamados
termorresistentes y £ coli en el agua para consumo humano depende de las

especificaciones aceptadas en cada pais y del origen del agua.
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Los métodos aceptados para la determinacion de los coliformes en agua son:

Fermentacion de Tubos Multiples (conocido como Numero Mas Probable) y Filtracion
por Membrana (FM). Ambos métodos requieren de instalaciones adecuadas y personal
especializado para su realizacion. Esto hace que no se cuente con facilidades que
permitan el monitorec del agua suministrada a las diferentes comunidades.

Con el objeto, de facilitar el monitoreo bacteriologico del agua a nivel local se desarrolld
una metodologia sencilla con base en los métodos ya establecidos, que pueda
adaptarse a nivel de campo. de facil aplicacion y bajo costo, es decir, una prueba que

facilite la vigilancia de la calidad bacteriolégica del agua para consumo humano.




3.1.

3.2.

ANTECEDENTES

Aspectos Microbiol6gicos del Agua

El agua potable es la que esta destinada al consumo humanc y nc debe tener
microorganismos patogenos ni sustancias quimicas perjudiciales para la salud
(1).
El agua puede contaminarse con una diversidad de microorganismos (bacterias,
virus, parasitos y otros). Dentro de éstos microorganismos algunos son
patogenos oportunistas siendo las heces una de las fuentes principales de
contaminacion (Anexo 1). Los patdgenos oportunistas estan presentes en el
ambiente natural, ésto puede causar infecciones en personas cuyos mecanismos
de defensa estan disminuidos, en personas de edad avanzada, de muy corta
edad y pacientes hospitalizados (1).

La deteccion de diversos microorganismos patégenos en el agua es posible
actualmente, pero con la desventaja de que los métodos a menudo son
complejos y consumen demasiado tiempo, por lo que se han desarrollado
meétodos a traves de los cuales es posible detectar organismos que normalmente
se encuentran presentes en las heces de humanos y animales de sangre caliente
en grandes cantidades, facilitando su deteccion en el agua.

Los patdgenos oportunistas estan presentes en el ambiente natural, esto puede
causar infecciones en personas cuyos mecanismos de defensa estan
disminuidos, en personas de edad avanzada, de muy corta edad y pacientes
hospitalizados (1).

Indicadores de Contaminacion Fecal
Las bacterias indicadoras de contaminacion fecal deben cumplir con
determinados criterios. Deben estar universalmente presentes en gran numero en

las heces de los seres humanos y de los animales de sangre caliente, deben ser
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faciles de detectar por metodos sencillos y no deben desarrollarse en el agua en

condiciones naturales (2).
Los microorganismos que se utilizan como indicadores de contaminacion fecal en

el agua estan las bacterias del grupo coliforme.

Bacterias del Grupo Coliforme (Coliformes Totales)

Las bacterias del grupo coliforme son organismos que pueden encontrarse en el
intestino humano y de animales, excretandose en numero elevado en las heces.
Se consideran el principal indicador de contaminacion fecal de agua de uso
domeéstico, industrial y otros. Su presencia en el agua es considerado como un
estandar de calidad bacteriolégico de suministros de agua, y se definen como:
Coliformes Totales Las bacterias en forma de bacilos, Gram-negativo que
pueden crecer en presencia de sales biliares u otros agentes tensoactivos y que
fermentan la lactosa con produccion de acido y gas en 24 - 48 horas. La mayoria
son especies de géneros de la familia Enterobactenaceae, especialmente
representados por los géneros tradicionales: £Escherichia, Enterobacter,
Klebsiella, Citrobacter (26,7). Con la taxonomia actual la definicion de
coliformes involucra a un grupo heterogéneo, que comprende bacterias que
pueden encontrarse tanto en heces como en el medio ambiente ( suelos, aguas
ricas en nutrientes y materias vegetales en descomposicion) y también a

especies no fecales (2,6).

Coliformes Fecales, Termorresistentes o Termotolerantes

Son organismos que pueden fermentar la lactosa a 44 - 45 °C (36,7).
Comprenden el género Escherichia, y en menor grado a especies de Kilebsiella,
Enterobacter y Citrobacter (3,6).

Los coliformes termorresistentes distintos de £ coli pueden encontrarse en

aguas organicamente enriquecidas. Se ha observando que estos organismos se

> .
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encuentran en la mayoria de los casos en relacion directa con E. coli Por ellc su

utilizacion para evaluar la calidad del agua se considera aceptable (3.6).

Escherichia coli

Escherichia coli es el coliforme fecal mas preciso y de mayor aceptacion como
indicador de contaminacion fecal. Abunda en las heces de origen humano y
animal, alcanzando en heces recientes concentraciones de 10° por gramo de
heces. Se caracteriza por poseer las enzimas B-galactosidasa y B-glucoronidasa,
fermenta |a lactosa y el manitol liberando acido y gas, produce indol a partir del
triptéfano (3,13). Recientemente se ha sugerido que £ coli puede existir e
incluso proliferar en aguas tropicales que no han sido objeto de contaminacion
fecal de origen humano (3).

Algunas cepas pueden desarrollarse a 37 °C pero no a 44 — 45 °C y algunas no
liberan gas. Escherichia coli es oxidasa negativo y no hidroliza la urea (Anexo
2)(4).

Estreptococos Fecales

Son aquellos que generalmente se encuentran presentes en |las heces de origen
humano y animal. Son cocos Gram-positivo, catalasa negativo y pertenecen a
los grupos serolégicos D y G de Lancefield. Estos estreptococos se caracterizan
por poseer en su pared celular polisacéridos especificos denominados antigenos
de Lancefield, también poseen acidos teicoicos y moleculas de glicerol para
hacerlos mas especificos en su clasificacion. Dentro de este grupo se han
clasificado dos géneros: Streptococcus conformado por las especies, S. faecalis,
S. faecium, S avium, S egquinus, S. bowis, y S. gallinarum, vy el género
Enterococcus conformado por las especies, E. faecalis, E faecium, E. avium, y
E gallinarum (5). Para la diferenciacion de especies es necesario realizar

diferentes pruebas bioquimicas (Anexo 3) (5).
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AUn no se conoce con detalle la ecologia de muchas de las nuevas especies,

pero la mayoria se consideran de origen fecal (6).

Los estreptococos son muy resistentes a la desecacion y pueden ser utiles para
realizar controles sistematicos después de la colocacion de nuevas tuberias
maestras o la reparacion de los sistemas de distribucion, asi como para detectar

la contaminacion de aguas subterraneas o superficiales (6).

Clostridium Reductores de Sulfito

Son bacilos anaerobios Gram-positivo, esporoformadores, catalasa negativo,
fermentan la lactosa, sucrosa y el inositol con produccion de gas. La especie
Clostridium perfringens esta normalmente presente en las heces, aunque en
numero mucho mas reducido que E. cofii. No obstante su origen no es
exclusivamente fecal, ya que puede proceder de otras fuentes ambientales.
Debido a que las esporas sobreviven por mucho tiempo en el agua y resisten a la
desinfeccion, son vitales para evaluar la eficacia del tratamiento. La presencia de
Clostridium perfringens en agua filtrada es signo de que ha habido fallos en el
proceso de filtracion. Estos organismos son Utiles sobre todo como indicadores
de la contaminacién intermitente o distante, pero no se recomienda su uso para

la vigilancia sistematica de las plantas de distribucion (7).

Colifagos y Otros Posibles Indicadores

Actualmente se ha propuesto que los bacteriéfagos se utilicen como indicadores
debido a gue se asemejan a los enterovirus humanos y son faciles de detectar en
el agua. Se han estudiado dos grupos: Los colifagos somaticos, que infectan a
las cepas hospederas de E.coli y los bacteridfagos del ARN F- especificos
(ARN de los pilli F), que infectan a las cepas de E. coli y otras bacterias afines a
través de los pilli F o sexuales. Ambos estan en abundancia en las aguas de
origen residual y por eso son importantes como indicadores de contaminacion en

esas aguas (7).
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Otros Indicadores de la Calidad del Agua

Después de los indicadores de contaminacion fecal también existen
microorganismos que a menudo se encuentran en las heces en menor grado que
los coliformes y que son utilizados para verificar la calidad del agua (8). Dentro
de éstos organismos se encuentran Pseudomonas aeruginosa (patogeno
oportunista), que es utilizado para evaluar la calidad sanitaria del agua, en el
agua para la elaboracién de mezclas rehidratantes, alimentos de bebes,
preparados farmaceuticos, vigilancia de sistemas de dotacion de agua a
hospitales y de agua embotellada (8,9).

P. aeruginosa, generalmente se encuentra en el agua natural, en presencia de
coliformes. No obstante puede estar en agua potable en ausencia de las
bacterias coliformes (9). Existen otros organismos molestos que incluyen las
algas plancténicas y sésiles, hongos, crustaceos y protozoarios asi como
actinomicetos y bacterias de hierro y del azufre. Estos organismos pueden
producir olores, sabores, turbidez que pueden influir en los sistemas de
tratamiento al obstruir tamices vy filtros (9).

Tratamiento y Desinfeccién del Agua

La seleccién y proteccion adecuadas de las fuentes de agua tienen una
importancia fundamental para el abastecimiento de agua indcua. Antes de
seleccionar una nueva fuente de agua para consumo humano, es importante
asegurarse de que la calidad es satisfactoria o puede llegar a serlo después del
tratamiento. Para decidir que procesos de tratamiento se utilizaran en un
determinado momento, se debe tener en cuenta el tipo de fuente y la calidad del
agua procedente de ésta. El objeto del tratamiento del agua es proteger al
consumidor contra los agentes patdgenos y las impurezas que pueden resultar
desagradables o perjudiciales para la salud En el Anexo 4 se proporciona un
ejemplo de objetivos para los procesos tipicos de tratamiento del agua en zonas

urbanas, sobre la base de las cargas de turbidez y de bacterias coliformes
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termorresistentes y de la eliminacion de las mismas (10). El tratamiento del agua

procedente de fuentes situadas en tierras bajas en las zonas urbanas comprende
por lo general las siguientes fases: almacenamiento en depdsitos © desinfeccion
previa, coagulacion, floculacion, sedimentacion, filtracion y desinfeccion. Las
fases de tratamiento mencionadas anteriormente se aplicaran segun la fuente y
calidad del agua procedente de ésta (10, 11). La desinfeccion permite mantener
un control permante en el mantenimiento de la calidad del agua para consumo
humano. Esto es posible a través de la evaluacion frecuente de las
concentraciones de los desinfectantes usados. La eficiencia de los desinfectantes
puede expresarse en términos ya sea de concentraciones relativas para alcanzar
el mismo nivel de desinfeccion o la de los niveles relativos de desinfeccion
producidos con una misma concentracion de desinfectante. Sin embargo, debido
a la naturaleza diferente de los microorganismos y los problemas para
estandarizar las condiciones para realizar la desinfeccion, solo es posible
formular apreciaciones sobre las eficiencias comparativas de los distintos
desinfectantes. Dentro de estas limitaciones, se puede agrupar a los diversos
agentes desinfectantes seglin sea su eficacia, entre los cuales estan: cloro,
biéxido de cloro u ozono (10, 11).

En el caso del cloro debe tomarse en cuenta que el pH del agua sea menor a
8.0, verificar que el agua no contenga sustancias reductoras como sales ferrosas
o sulfuro de hidrégeno, que no contenga sustancias como amoniaco y sus
derivados, materia organica y que la turbidez del agua sea equivalente a una
unidad nefelométrica (UNT) o menos para evitar interferencias con el cloro en su

proceso de desinfeccion (10).

Desinfectantes Residuales
Los desinfectantes residuales son aquellos que tienen la capacidad de
mantenerse en el agua en forma residual permitiendo asi un control microbiano

continuo principalmente en tangues de distribucion. A excepcion del ozono tedos
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los desinfectantes antes mencionados son factibles de ser utilizados debido a

que son de facil disponibilidad y de bajo costo (11).

Todos los sistemas de abastecimiento deberan contar con desinfeccion como
tratamiento minimo. El cloro es el agente desinfectante mas utilizado
principalmente por su bajo costo y debido a que su medicion para la vigilancia de
los sistemas de distribucion es facil.

Se recomienda examinar diariamente su concentracion la cual debe encontrarse
en 0.5 - 1.0 mg/L. Cuando ésta cantidad disminuye es necesario hacer una
clorinacién de refuerzo con el objeto de mantener el cloro residual en los

sistemas de abastecimiento (11).

Examen Bacteriolégico del Agua

Recoleccion de la Muestra

Todo procedimiento de muestreo se inicia desde el envase, volumen y etiquetado
de la muestra. El volumen minimo de muestra es de 100 ml, y la etiqueta debe
contar con los datos de su origen, la fecha y hora de su recoleccion, la naturaleza

del agua y datos sobre su transporte (12).

3.5.1.1. Uso de Agentes Neutralizantes

En el caso de aguas clorinadas debe agregarse un agente declorinador para
inactivar la accién del cloro. Con este proposito se esterilizan recipientes
conteniendo 0.1 ml de una solucién de tiosulfato de sodio al 10 por ciento para
100 m! de muestra. Esta concentracion de tiosulfato de sodio neutraliza
alrededor de 15 mg/L de cloro residual. Para muestras de agua para beber
puede usarse 0.1 ml de tiosulfato de sodio al 3 por ciento que neutraliza hasta 5
mg/L (12).

Para aguas de desecho con altas concentraciones de metales pesados se utiliza

0.3 ml de una solucién de etilendiaminotetracético (EDTA) al 15 por ciento y
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ajustada a un pH de 6.5. Este es un agente gquelante que reduce la toxicidad de

y los metales (12).

3.5.1.2. Vigilancia y Frecuencia de Muestreo

Para evaluar la calidad del agua potable suministrada a los consumidores es
. necesario reunir informacion durante un determinado periodo y asi poder

implementar un sistema de vigilancia desarrollando programas de muestreo

disefiados de tal forma que permitan incluir variaciones de tipo aletorias como

sistematicas.

La frecuencia del muestreo debe ser alta, sin embargo, conociendo el tiempo y la

magnitud de las variaciones relacionadas con el lugar, asi como las

concentraciones de los componentes del agua, su comportamiento en los

tanques de distribucion logran disminuir esa frecuencia de muestreo (13). En el

anexo 5 se ilustra la frecuencia minima de muestreo de un sistema de

distribucion segun la poblacion abastecida.

3.5.1.3. Procedimiento de Muestreo y Recoleccion
Siempre que se realiza un muestreo de agua debe tomarse en cuenta que
existen diferentes formas de tomar la muestra segun sea su origen, el frasco o

) bolsa estéril no debe abrirse hasta el momento que tenga que llenarse, debe

cuidarse que no se contamine el tapén para evitar resultados erroneos en el
examen bacteriolégico del agua.

3.5.1.3.1. Agua Potable:
Si es recolectada de un sistema de distribucion se seleccionan chorros (grifos)
que estén conectados directamente al servicio de distribucion. Estos deben estar
en puntos representativos (14).

3.5.1.3.2. Muestras de Agua de Chorro:
En un sistema de distribucién de agua, los examenes bacteriologicos deben

realizarse en muestras de puntos representativos del sistema de distribucion
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cuidadosamente seleccionados. Deben incluirse muestras de puntos finales par

demostrar la calidad bacteriologica a traves de toda la red y asegurar que no
ocurran problemas de ruptura en las lineas de distribucion o reduccion de la
presion positiva (14).
Para tomar la muestra se realizan los siguientes pasos: se abre el chorro y se
deja correr el agua durante 2 6 3 minutos, después se cierra, limpiando el exterior
con algodén impregando con etanol o una solucidn de clore (100 mg/L). Se abre
de nuevo el chorro dejando que el agua corra durante algunos segundos y se
llena la botella con un chorro débil para evitar que el agua se derrame. Luego la
botella se cierra y se rotula (14).

3.5.1.3.3. Aguas Superficiales:
Dentro de las aguas superficiales se encuentran los suministros de aguas crudas
(rios, lagos); aguas superficiales y recreacionales. Las muestras se obtienen en
diferentes puntos de acuerdo con el objetivo de los analisis se establece la
frecuencia del muestreo. Para tomar la muestra se utiliza un frasco o botella
previamente esterilizada y se coloca de manera inclinada en direccidon opuesta a
la corriente, se deja llenar, se saca inmediatamente y se ciemra (15).

3.5.1.3.4. Aguas Profundas:
Se sumerge un frasco o botella previamente esterilizada unos 30 cm a 1 m de
profundidad, se gira hasta que el cuello quede con |la boca contra la cormriente, si
no hay corriente se mueve horizontalmente. Cuando se llena se saca

rapidamente y se tapa (15).

3.5.1.4. Transporte y Recepcion de Muestras
Las muestras deben ser enviadas rapidamente al laboratorio para ser analizadas.
Se deben transportar en frio (abajo de 10 °C) si no se procesan una hora
después de su recoleccion El tiempo prudencial para efectuar el examen
bacteriologico después de su recoleccion es de 6 horas; el tiempo maximo entre

la coleccion y analisis es de 24 horas (15).
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3.5.1.5. Instalaciones de Laboratorio y Condiciones de Seguridad

Es importante que el laboratorio cuente con instalaciones y equipo satisfactorio
para el examen de agua potable con objeto de asegurar resultados confiables
y reproducibles, especialmente en lo que se refiere a las bacterias indicadoras
de contaminacion fecal. Debe prestarse atencion especial a las practicas de
laboratorio adecuadas, que comprendan la capacitacion del personal y la
utilizacion correcta de las incubadoras, de los medios de cultivo, asi como el
uso de procedimientos de control de calidad (15).

3.5.2. Métodos de Analisis
En la actualidad existen métodos répidos para la enumeracion y determinacion
de bacterias coliformes en el agua. Los métodos estandar para la determinacion
de las bacterias coliformes son: Filtracion por Membrana y el de Fermentacion
de Tubos MUitiples conocido como Numero Mas Probable (NMP), los resultados
de ambos métodos son comparables (16).

3.5.2.1. Filtracion por Membrana
El método de Filtracién por Membrana es considerado como un meétodo practico

en el cual se pueden usar volumenes grandes de muestra obteniéndo resultados

comparables con el procedimiento de Fermentacion de Tubos Multiples (16). Es
un método bastante (til en el monitoreo de agua para consumo humano asi como
también para una variedad de aguas naturales. Sin embargo tiene ciertas
limitaciones particularmente cuando se trata de analisis de aguas turbias (16).

Generalmente se utilizan filtros compuestos de ésteres de celulosa, tipicamente
con poros de 0.45 um de didametro que retienen las bacterias coliformes al filtrar
volumenes especificos (100, 50, 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001 ml) segun el origen de la
muestra. Las membranas son colocadas en un medio selectivo (endo agar para
coliformes totales y agar M-FC para coliformes fecales) donde se desarrolian las

colonias caracteristicas que se cuentan posteriormente (17). Para los coliformes
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totales la temperatura de incubacion es 37 °C y para los coliformes fecales 44.5

°C utilizando un Bano de maria donde son colocadas las cajas de Petri
empacadas en bolsas plasticas estériles; para ambas el tiempo de incubacion es
de 24 - 48 horas (18). El método de Filtracion por Membrana se aplica para el
analisis de aguas salinas, monitoreo de tratamientos de agua para consumo
humano (19).

Los resultados obtenidos con el método de Filtracion por Membrana son
comparables con el test de Fermentacion de Tubos Mdltiples (NMP), siendo una
de sus ventajas requiere de menor tiempo para establecer la presencia de
contaminacion en el agua y es posible hacer un calculo directo del nimero de

bacterias coliformes totales y fecales (20,21).

3.5.2.2. Método de Fermentacion de Tubos Multiples (NMP)

El método de Fermentacion de Tubos muitiples (NMP) es considerado como
estandar para la determinacién del grupc coliforme. Se fundamenta en la
fermentacion de lactosa con produccion de gas por lo que es utilizado para la
determinacién del grupo coliforme. El método del NMP consta de tres fases:
presuntiva, confirmatoria y complementaria. La fase presuntiva se realiza a través
de la presencia de gas debido a la fermentacion de lactosa. Las fases
confirmatoria y complementaria se realizan de acuerdo a |os resultados obtenidos
en la fase presuntiva; para ello se utilizan medios especificos (Anexo 6) (22).

La precision de éste método depende del numero de tubos usados. Los
resultados son reportados en términos de NMP. Este numero se basa en tablas
de probabilidad estadistica, las cuales tienen un limite de confianza del 95 por
ciento. A través de ellas se puede conocer la densidad bacteriana (coliformes
presentes) en la muestra (23).

El procedimiento del NMP puede aplicarse en todo tipo de aguas, especialmente
en las que la turbidez es alta. Cuando el agua a analizar se sabe que es no

potable se utilizan 10 ml de muestra para cada 5 tubos de Caldo Lauryl Triptosa
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(CLT) de doble concentracion (2X), 1 ml a 5 tubos de CLT de concentracion

% simple (1X), y 0.1 ml a 5 tubos de CLT 1X..

Para el agua de buena calidad (potable) existen las siguientes alternativas: 5
réplicas de CLT 3X para porciones de 20 ml de agua y 10 replicas de CLT 2X
para porciones de 10 m| de agua ( La fase presuntiva utiliza cuatro medios de
) cultivo diferentes: el medio de glutamato modificado y minerales (MGMM), caldo
lauril triptosa (CTL), caldo MacConkey y caldo lactosa conocido como caldo
lactosado (25).

En la fase confirmatoria se utilizan medios selectivos como: caldo bilis verde
brillante (CBV), caldo E. coli (EC) y caldo triptona. Esto medios se utilizan para
diferenciar entre coliformes totales, coliformes fecales y Escherichia coli
respectivamente (26). Sin embargo existen otros métodos a traves de los cuales
se puede realizar la determinacion de coliformes en el agua, estos métodos estan

basados en modificaciones del método de NMP y son de caracter cualitativo (27).

3.5.3. Métodos Rapidos de Andlisis
3.5.3.1. Test de Presencia-Ausencia (P-A) para Coliformes
El test de presencia-ausencia (P-A) es una modificacion del método NMP

simplificado para poder utilizar volimenes grandes de agua. Este test muestra

) buena correlacion con el método de Filtracion por Membrana y consiste en un
medio liquido de doble concentraciéon colocado en botellas a las cuales se les
agrega 100 ml de muestra (28). Es un test cualitativo que permite analizar un
numero grande de muestras por unidad de tiempo (29).

El test P-A es usado para el monitoreo de coliformes y E. cofi en los sistemas de

distribucion de agua o plantas de tratamiento. Consta de una fase presuntiva en
la que se observa la fermentacion de la lactosa a través de una cambio de color
(purpura a amarillo) y produccion de gas. la fase confirmatoria se realiza con
. medio bilis verde brillante (30,31,32).
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3.5.3.2. Substratos Cromogénicos y Fluorogénicos en Medios de Cultivo para

Coliformes

Los substratos cromogénicos y fluorogénicos producen color y fluoroescencia
respectivamente, a través de la hidrolisis por enzimas especificas. Los substratos
mas utilizadas son: o-nitrofenil-B-D-galactopiranosido (ONPG), p-nitrofenil-f-D-
galactopiranosido (PNPG), y 4-metillumberiferil-3-D-galactopiranosido (MUGal)
(33). Estos sustratos han sido incluidos en una variedad de medios de cultivo
para demostrar la presencias de B-galactosidasa producida por las bacterias
coliformes. (34, 35). La enzima B-D-galactosidasa hidroliza el sustrato y produce
un cambio de color que indica una prueba positiva dentro de 24 - 28 horas de
incubacion fuera de los procedimientos adicionales (36, 37). Bacterias no
coliformes como especies Aeromonas y Pseudomonas, que producen pequenas
cantidades de la enzima B-D-galactosidasa, son suprimidas y no producen
respuesta positiva dentro de las 28 horas de incubacion a menos que hallan mas
de 10* UFC/ml presentes (38, 39). El 4 metillumberiferil-3-D-glucoronido (MUG)
también ha sido utilizado para la determinacion de Escherichia coli tanto en
alimentos, leche, agua, asi como en muestras clinicas (40,41). Recientemente,
se ha visto que otros cromégenos como el indoxil--D-glucoronido (IBDG) y el 5-
bromo-4-cloro-3 indoxil-B-D-glucorondio (X-Gluc) también tienen uso en la
deteccion y enumeracion de Escherichia coii en agua, muestras como alimentos y
muestras clinicas (42, 43).

Actualmente |z adicion de cromodgenos y fluorégenos en algunos de los métodos
para la determinacién de coliformes y Escherichia coli (NMP, P-A y plaqueo
directo) ha cobrado importancia debido a que se obtienen resultados mas rapidos
por lo que son considerados como una buena altemnativa para ser implementados
en el analisis de aguas (44,45).

Es necesario que al iniciar estas metodologias se utilice paralelamente uno de
los test estandar para coliformes alrededor de un periodo de varios meses para

asegurar la efectividad del test y ver su correlacion (46,47).
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Las muestras de agua que contienen Humus y otros materiales pueden dar cierta

coloracion y muestras con alto contenido de calcio puede precipitar pero sin
afectar |a reaccion (48).
Este test se recomienda para el analisis de agua de consumo humano; no se
debe utilizar para pruebas presuntivas de NMP y Filtracion por Membrana ya
que pueden recargar el sustrato y dar falsos positivos (49,50).



4. JUSTIFICACION

La salud de una poblacion se ve beneficiada con el suministro de agua de buena
calidad. El agua que consume la poblacién debe estar libre de contaminantes quimicos y
biologicos. Se sabe que la forma mas comun de contaminacién bioldgica es a través de
las excretas de humanos y animales de sangre caliente.

El contar con una infraestructura de distribucién de agua en las comunidades no
garantiza su calidad higiénica; por lo que todo proyecto de suministro de agua debe
incorporar un sistema de monitoreo que garantice su pureza biologica.

La calidad biologica es evaluada a través del examen bacterioldgico. Este examen se
basa en la determinacién de la presencia de microorganismo indicadores como lo son
las bacterias del grupo coliforme. Este grupo de microorganismos se encuentra en
concentraciones elevadas en las heces por lo que su evaluacion con los métodos de
analisis resulta ser la forma mas sensible y especifica de estimar la pureza sanitaria del
agua.

A nivel de la Republica la obtencién de agua segura se ve limitada por la falta de
infraestructura de plantas de tratamiento y laboratorios de control que puedan brindar a
la poblacion sistemas de vigilancia que permitan garantizar el suministro de agua.

La evaluacion y adaptacion de pruebas de campo a nuestro medio, disponibles para la
evaluacion sanitaria del agua, es una alternativa paral monitorear la calidad
bacteriologica del agua, tomando en cuenta los limites de infraestructura necesarios
para establecer sistemas de monitoreo continuo del agua que consume la poblacion.

Se hizo un estudio, utilizando un disco de papel filtro impregando con un medio de
cultivo especifico para el crecimiento de las bacterias coliformes. Este es un método
sencillo y no necesita de personal capacitado ni de infraestructura para su utilizacion
permitiendo realizar la evaluacion permantente de la calidad del agua.

Es importante considerar que si se facilita el control microbiologico del agua, la
poblacion se beneficia principaimente en aquellos lugares en los cuales a veces es

imposible realizar dicho analisis.
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E! implementar métodos sencillos de campo contribuira a mejorar la calidad de vida de

las personas ya que como se menciona anteriormente el agua segura permite mantener

mejores niveles de salud.




5. OBJETIVOS

5.1. General:

5.1.1. Desarrollar y validar una prueba de campo, de facil aplicacion y
bajo costo, con base en los métodos estandar para la
determinacion de coliformes totales en agua para consumo

humano.

5.2. Especificos:

5.2.1. Estandarizar una prueba sencilla de campo para la determinacion
de coliformes totales en agua para consumo humano.

5.2.2. Determinar la sensibilidad y especificidad de la prueba a desarrollar
en relacién con el método estéandar de Fermentacion de Tubos
Multiples (NMP).

5.2.3. Comparar la efectividad de la prueba para determinar la presencia

de coliformes totales a temperatura ambiente (25° C) y a 37° C.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Universo de Trabajo
Se analizé un total de 277 muestras de agua de diferentes lugares de la
republica. Estas muestras fueron referidas al Laboratorio Unificade de Control de

Alimentos y de Medicamentos (LUCAM) para su examen bacteriolégico.

6.2. Recursos
6.2.1. Humanos
Br. Byanca Rosenda Isabel Ortiz Ruiz (Tesista)
Licda. Q.B. Floridalma Cano Granados (Asesora), INCAP
Licda. Q.B. Teresita Aguilar de Miranda (Asesora), LUCAM
Personal del Laboratorio de Microbiologia del Instituto de Nutricion de
Centroamérica y Panama (INCAP)
Lic. Q.B. Jorge Luis De Ledn (Asesor estadistico del Departamento de
Investigacion 11QB, USAC)

6.2.2. Institucionales

Laboratorio de Microbiologia del Instituto de Nutricion de Centroamérica y
) Panama (INCAP)
Laboratorio Unificado de Control de Alimentos y de Medicamentos (LUCAM)

6.2.3. Fisicos

6.2.3.1. Materiales
Nefeldmetro de MacFarland (0.5)
Cajas de Petri 15 * 150 mm
Gradillas
Asas bacterilogicas

Espatula




Algodon

Pinzas

Papel parafilm

Masking tape

Papel parafinado

Papel aluminio

Filtros Millipore de 0.45 um

Bulbo para pipetas Pasteur

Bolsas plasticas Nasco de 4 onzas
Papel Filtro Whatman No. 3
Magnetos agitadores

6.2.3.2. Cristaleria

Pipetas Pasteur

Pipetas serologicas de 1, 10, y 25 ml
Tubos con tapén de rosca de 16 * 125 mm
Probetas de 10, 25, y 50 ml

Beakers de 100 ml

Frascos de vidrio de 100 mi

6.2.3.3. Reactivos

Agua destilada

Aceite mineral

Alcohol etilico

Cloruro de Sodio

Fosfato de Potasio e Hidrogeno
Extracto de Levadura

Lactosa

Lauril Sulfato de Sodio




, Purpura de Bromocresol
- Tiosulfato de Sodio

Triptona
Osil (desinfectante)

6.2.3.4. Equipo
Estufa con agitador magneético (Fisher Scientific Thermix Stirring Hot Plate)
Incubadora de 35-37°C (Thelco)
Autoclave
Campana de Flujo Laminar
Balanza (AND FX 3200)
Vortex (Curtin Scintific Co.)
Refrigeradora
Pipetor
Filtros de agua
Bomba de vacio

6.2.3.5. Medios de Cultivo
Agar MacConkey (BBL)
Agar Muller Hinton (Difco)
Agar Nutritivo (BBL)
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6.3. Metodologia

6.3.1. Desarrollo y Validaciéon de una Prueba para Determinar Coliformes en
Agua para Consumo Humano
6.3.1.1. Formulacién del Medio de Cultivo

La formulacién del medio de cultivo se realizd con base en los componentes del
medio P-A usado en el test de Presencia-Ausencia de coliformes en agua. El
meétodo de P-A es cualitative y permite determinar la presencia de coliformes a
través de un cambio de color del medio provocado por la reaccion de
fermentacion de |a lactosa. También se tomd en cuenta un estudio realizado en
la India, donde usaron tiras de papel filtro impregnadas con un medio de cultivo
para observar la produccion de H,S. Esta reaccion fue asociada con la presencia
de coliformes en el agua (50).

El medio fue formulado con los siguientes ingredientes:. extracto de levadura,
triptona, cloruro de sodio; lauril sulfato de sodic que actua como agente
tensioactivo, fosfato de potasio monohidratado (K;HPO, ) para mantener el pH
del medio, el carbohidrato de fermentacion lactosa sobre el cual se fundamenta la
prueba. El indicador purpura de bromocresol para manifestar o hacer visible la
reaccion de fermentacion de la lactosa. Tiosulfato de sodio que fue usado como
neutralizador de cloro. Y un pH final de 6.8 + 1. Para establecer la concentracion
final de los componentes del medic de cultivo se probaron diferentes
concentraciones hasta determinar la formula adecuada (Anexo 7).

6.3.1.2. Preparacion del Disco de Papel Filtro para Absorber el Medio de Cultivo
Formulado
El tamanio del disco de papel filtro Whatman No. 3 se establecid, tomando como
referencia el area estimada en el estudio realizado en la India donde se utilizaron
tiras de papel con un area de 80 cm® (50). Sin embargo el tamario del area se

disminuyo a 13 cm’ lo cual es equivalente a 4 cm de diametro. La razon por la
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cual se hizo |la reduccion fue para adaptarlo al ancho de la bolsa al momento de

preparar la unidad. La bolsa que se utilizé para su transporte es estéril de marca
NASCO WHIRL — PAK para un volumen de 4 onzas.

El objetivo de utilizar estos discos de papel filtro, facilitdé el almacenamiento
manejo y transporte del medic para evitar su contaminacion. Los discos de papel
filtro furon impregnados con el medio de cultive bajo condiciones asépticas,
(proporcionadas por el uso de una campana de flujo laminar y luz ultravioleta ). El
disco de papel filtro se colocd en la bolsa con una pinza estéril. Dicho envase
tiene la ventaja de no romperse, se puede manipular faciimente y su
almacenamiento no requier espacio.

La unidad preparada (bolsa + disco) para el test fue evaluada para establecer las

condiciones de almacenamiento: tiempo y temperatura de estabilidad.

6. 3.1.3. Establecimiento de el Volumen de Muestra
Se establecié el volumen de agua a ser inoculado tomando como base el
volumen utilizado en el estudio realizado en la India. En dicho estudio se
estandarizé un volumen de 20 ml de agua . Por esa razédn se utilizé el mismo

volumen de agua (50).

6.3.1.4. Evaluacion, Aplicacion y Sensibilidad de la Prueba
Luego de establecer el medio de cultivo, tamario del disco, envase y volumen de
muestra se evalud la aplicacion y sensibilidad del disco. Se prepararon cultivos
de cepas conocidas de bacterias coliformes: £ coli ATCC 25922 y cepas del
género Kiebsiella ozane INV 870792 y Citrobacter sp. INV 13496, aisladas en el
laboratorio de microbiologia del Instituto de Nutricion de Centroamérica y
Panama (INCAP). Estas cepas se utilizaron para verificar la reaccion de
fermentacion de |a lactosa, y determinar el nimero de bacterias que la prueba es

capaz de detectar. Y se utilizd como control negativo ( no fermentador de la

v
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lactosa) la cepa de S. aureus INV 13025 aislada en el laboratorio de

. microbiologia del Instituto de Nutricion de Centroamérica y Panama (INCAP).
Las cepas utilizadas fueron aisladas en agar Miiller Hinton y MacConkey para
checar su pureza e identificarias. Al mismo tiempo se les realizaron |as diferentes
pruebas bioguimicas para caracterizarlas.

i A partir de cultivos de 24 horas de incubacion a 36° C + 1 en agar Miiller-Hinton
se hiciéron suspensiones de éstas cepas con una turbidez de MacFarland 0.5
(aproximadamente 10° bacterias/ml). A partir de ésta suspension se realizaron
las siguientes diluciones; 10>, 10*, 10° 10° (1ml de suspension + S ml de
diluyente).- A cada diluciéon se le cuantifico el numero de células presentes
filtrando 1 ml de cada una en una membrana de 0.45um, las que fueron
colocadas posteriormente en una caja de agar ENDO e incubadas a 36° C + 1
durante 24 horas. Se cont6 el numero de colonias por dilucion.
También se inoculd 1 ml en 19 ml de agua estéril y asi obtener los 20 ml de agua
contaminada estimados como volumen estandar que se necesita para evaluar la
unidad preparada. Esto se hizo para establecer el numero de bacterias que son
capaces de fermentar |a lactosa y de esa forma se determiné la sensibilidad de la
prueba. La dilucién menor en donde se obtuvo un cambio de color estable (10°%
determino la sensibilidad de la prueba. Esta dilucion se tomé como referencia

para establecer el control positivo y el control de calidad de la prueba.

6.3.1.5. Validacion de la Prueba
Para validar la prueba se realizé un muestreo al azar. Dichas muestras fueron

analizadas con la nueva metodologia y con el métode de Fermentacion de Tubos

Multiples. Los resultados obtenidos con la metodologia evaluada fueron

comparados con el método de Fermentacion de Tubos Multiples .
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6.4. Disefo Experimental

6.4.1. Disefo de Muestreo
El muestreo se realizé completamente al azar, y fue un estudio un estudio ciego.
Se analizaron 280 muestras de agua. E| niumero de muestra se determiné por los

siguientes calculos ( ver Anexo 8 significado de la férmula):

n=NC’>S*/V*
NC=2Z-al2+Z,-B
a=005 R=020
NC =3.33

v=0.05

s’=p*q

p=05

q=05

n = (3.33)? (0.25)

(0.05)
n=277.22

6.4.2. Andlisis de Resultados
Por ser un estudio descriptivo no lleva hipotesis. Los resultados se analizaron
estadisticamente mediante la prueba de Kappa, se les determind el indice de
concordancia, (Anexo 9, ver tabla No. 5 de resultados).
Se determind la sensibilidad de la prueba y su especificidad. De igual forma se
determino el valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo ( Ver tabla
No. 4 y 5 de resultados).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Formulacién del Medio de Cultivo

El medio de cultivo formulado al igual que los medios utilizados para el cultivo de
bacterias coliformes, se basa en la capacidad de éstos organismos de fermentar el
azucar lactosa y producir &cido y gas.

Para lograr adecuar la concentracion de los componentes del medio se realizaron
pruebas con 3 diferentes concentraciones de cada componente. La tabla No. 1 muestra
que para un volumen de 50 ml de agua se establecié la formulacién final del medio
hasta lograr que en la reaccion de fermentacion de la lactosa no interfiriera ninguno de
los componentes el pH final es de 6.8 + 1. Con ese pH la reaccion de fermentacion
observada a través del cambio de color se mantiene estable al momento de realizar la
lectura.

El medio de cultivo formulado posee en relacion a otras formulaciones de medios una
concentracion elevada de lactosa por lo que no es posible esterilizarlo en autoclave ya
que esto provoca el acaramelamiento del mismo. Debido a ello se recomienda utilizar el
sistema de filtracion por membrana (FM) utilizando membranas de 0.45 um.

El pH final del medio debe ser verificado para que no interfiera al momento de el
cambio de color del indicador y de como resultado falso positivo de la prueba.

La reaccion de fermentacion se manifiesta utilizando el indicador de acidez purpura de
bromocresol, el indicador posee un color purpura a un pH 6.8 + 1 y cambia a un color
amarillo a un pH &cido (4.5 + 1) (26). Debe prepararse al 0.5 porciento en agua/etanol y
debe agregarse un volumen de 4 ml para 50 ml de medio.

7.2. Preparacién del Disco de Papel Filtro para Absorver el Medio de Cultivo
Formulado

E! objetivo del estudio es facilitar a las comunidades que no cuentan con infraestructura,

el analisis bacteriolégico del agua. Por tal razon se evalud una forma sencilla de poder

transportar y almacenar el medio de cultivo. Se establecio el uso de discos de papel filtro

Whatman No.3 con un diametro de 4 cm. El papel filtro whatman No 3 posee un grosor
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adecuado que permite la absorcion de 0.5 a 1 ml del medio al momento de impregnar el

disco, puede ser sometido a procesos de esterilizacion sin deteriorase. Tambien se
realizaron pruebas con papel No.1y No. 2 las cuales no resultaron ser funcionales pues
el grosor del papel no absorbe el minimo de volumen del medio (0.5 ml) y se deteriora
con facilidad al ser sometido a procesos de esterilizacion.

Los discos se prepararon con la ayuda de un perforador cuyo diametro es de 4 cm y
luego fueron esterilizados con vapor a 121 £ 1 °C y 15 Lb. De presion durante 10
minutos. Para poderios esterilizar fueron colocados en cajas petri de vidrio.

Los discos fueron impregnados con el medio de cultivo en condiciones estériles
utilizando una campana de flujo laminar. El volumen de medio que se utilizo para el
disco es aproximadamente de 1 ml. Con ese volumen se logrd6 humedecer
completamente el disco y permite que se seque facilmente.

Para secar el disco se utilizé la campana de flujo laminar y para ello se uso papel
aluminio como base para colocar los discos y asi evitar manchar la superficie de la
campana. El papel aluminio se colocd previamente para esterilizarlo. El tiempo
requerido para esterilizar el papel aluminio fue de dos horas expuesto a luz ultravioleta (
uv).

Los discos fueron impregnados con el medio de cultivo y colocados sobre el papel
aluminio, se dejaron por 10 minutos con luz UV y el flujo de la campana, luego de
transcurrido el tiempo se cambiaron de lado y se dejaron otros 10 minutos para
continuar con el secado. Se establecid ese tiempo de secado pues este permite que el
disco no se deshidrate y se deteriore faciimente.

Los discos luego de ser secados tiene un color purpura opaco y su consistencia es
flexible. Debe evaluarse estos dos parametros ya que un disco con proceso de secado
prolongado tiende a palidecerse en su coloracion y a tomarse duro. Los discos fueron
colocados en las bolsas para su posterior evaluacion. Las bolsas plasticas estériles de 4
onzas fueron utilizadas debido a gque es un material gue no ocupa espacio al momento
de ser almacenado el disco, no se deteriora al momento de ser manipulado, resiste a

golpes, es de bajo costo y es de descarte sencillo. -
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Para poder establecer lo anterior se probaron diferentes envases: frascos de vidrio los

cuales resultaron poco practicos y de riesgo al utilizarse ya que generan la necesidad de

lavarse, esterilizarse, ocupa espacio al almacenarse y se lastiman con facilidad ( se

rompen).

7.7. Evaluacion de las Condiciones de Almacenamiento

Al definir la preparacion del disco y su envase se procedio a evaluar las condiciones de
almacenamiento: temperatura y tiempo de estabilidad.

La tabla No.2 muestra la evaluacion. de dos temperaturas de almacenamiento:
temperatura de refrigeracion (8° C) y temperatura ambiente (25° C). El disco permanece
en buenas condiciones a 8° C durante tres meses, después de este tiempc se
deshidrata y el indicador tiende a evaporarse provocando la decoloracion del mismo. A
temperatura ambiente también se aimacené y se mantiene viable siempre y cuando no
se exponga a luz pues se observo que ésta es un factor que provoca el deterioro del
disco principalmente en su coloracion.

La evaluacion del temperatura y estabilidad del test se realizé observando la reaccion de
fermentacion luego de haber sido almacenado a las temperaturas en el tiempo
anteriormente mencionados.

La reaccion observada fue la siguiente: El disco al entrar en contacto con el agua libera
el medio de cultivo, el gua toma un color purpura. Si se da la reaccion de fermentacion
el agua cambia a un color amarillo debido a la produccion de acido.

La estabilidad de los colores indicaron si el disco se encuetra en buenas condiciones

para ser utilizado.

7.4. Establecimiento del Volumen de Muestra
E| volumen de muestra se definié tomando como base el utilizado en el estudio realizado
en la India. el cual se estandarizé a 20 ml de agua. Sin embargo no hay que olvidar que

en el muestreo se debe mantener el volumen 100 ml y luego utilizar 20 ml
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Para medir los 20 ml de muestra Unicamente se agrego el agua hasta la altura del disco

la cual se midio varias veces y es equivalente a 20 ml de agua.

7.5. Aplicacion y Sensibilidad de la Prueba

La evalucién del disco se hizo utilizando cepas control de £. coli ATCC 25922, y los
géneros: Klebsiella ozanae INV 870792, Citrobacter spp INV 13496. Como se menciona
en la metodologia a partir de suspensiones y diluciones decimales se cuatificaron las
bacterias y se establecid que la menor concetracion de bacterias/ ml es equivalente a la
dilucion 10° . A esta concetracion se determind que el nimero de bacterias detectadas
por el método es igual 8 bacteria/ml permitiendo establecer la sensibilidad de la prueba.
Para establecer el control positivo ( control de Calidad) se utilizé la misma dilucion pues
a esa concentracion de bacterias la estabilidad de la reaccion de fermentacion es optima
en el cambio de color. Las pruebas de sensibilidad fueron realizadas a 36°C + 1 en 24
+ 1 horas de incubacién. Como el control negativo se utilizé la cepa de S. aureus INV
13025 para establecer el monitoreo de las condiciones de esterilidad del medio.

La aplicacién de la prueba se realizé utilizando la unidad preparada (disco + bolsa) y
evaluando su comportamiento a dos temperaturas y tiempos de incubacion en la
En la reaccion, el disco al entrar en contacto con el agua (20 ml ) libera el medio de
cultivo, y se toma de un color purpura, luego cambia a un color amarillo cuando se da la
produccion de &cido. Para observar esto las unidades fueron somentidas a las
temperturas: 36° C + 1 y temperatura ambiente 25° C + 1 y los tiempos de incubacion de
24 + 1y 48 +1 horas. Se hicieron combinaciones de muestras a 36° C +1 y 24 horas de
incubacién, y muestras a 25° C y 24 — 48 horas de incubacion. Ambos tiempos y
temperaturas resultaron optimas para el crecimiento de las bacterias coliformes
(coliformes totales)

En algunos casos la reaccion a tempertura ambiente puede ser optima en 24 horas de

incubacion esto esta relacionado con la carga microbiana de la muestra.
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La interpretacion de la prueba es de caracter cualitativo: un resultado negativo se da

cuando después del tiempo y temperatura de incubacion no hay cambio de color (tono
purpura); un resultado es positivo cuando sucede un cambio de color purpura a amarillo.
Es importante mencionar que la evaluacion del disco se hizo para determinar coliformes
totales, para los coliformes fecales se dificulta debido a que es necesario utilizar un
bafio de Maria a 44-45 °C ya que por definicion los coliformes fecales crecen a esa

temperatura.

7.6. Validacion de la Prueba

Se analizaron un total de 280 muestras y fueron evaluadas a dos tiempos y
temperaturas de incubacion (24 +1 y 48 +1 horas a 36° C 1 y 25° C +1). Ambas
temperaturas resultaron éptimas ya que a 36° C +1 y 24 +1 horas de incubacion un 66
por ciento de las muestras fueron positivas y a 25° C +1 y 48 +1 horas la positividad de
las muestras fue de un 74 por ciento.

Por ser una metodologia que puede ser incubada al ambiente es importante mencionar
que para utilizarse en el area del interior de la republica puede utilizarse ambientes
como la cocina de las casas como area de incubacion, principalmente en regiones
donde la temperatura es menor a 25° C ( regiones frias).

Las muestras de agua utilizadas procedian de diferentes lugares de la republica por lo
que dentro del andlisis también fueron evaludas muestras de aguas clorinadas sin
embargo la adicién de tiosulfato de sodio en el medio (0.6 por ciento) permitio inactivar
el cloro sin afectar el estudio.

Estadisticamente se comparé el estudio realizado con el método Fermentacion de
Tubos Mutltiples para establecer el nivel de correlacion (51).

La sensibilidad de la prueba es de 93 por ciento y la especificidad es de 95 por ciento.
El indice de correlacion de acuerdo a la prueba de Kappa es 0. 88 (51).
Estadisticamente existe una muy buena correlacion con el método Fermentacion de
Tubos Multiples, es una prueba altamente sensible y especifica por lo que se cataloga

como una prueba cualitativa que puede ser utilizada para el monitoreo de los sistemas
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de abastecimiento, a lo large de las redes de distribucion y de esa manera garantizar

agua potable para consume humano. También se determiné el valor predictivo Positivo
el cual es igual 97 por ciento y el valor predictivo negativo igual a 90 por ciento (51).

La validacion de la prueba esta realizada para determinar coliformes totales como se
menciona anteriormente uno de los objetivos es facilitar a las comunidades que no
cuentan con infraestructura el analisis de agua, por esa razén para determinar
coliformes fecales se dificulta pues es necesario proporcionar una temperatura de 44 —
45° C y eso conlleva a la utilizacion de bafos de Maria, y no todas las comuninades, o

areas del interior de la republica tienen accesos a esos recursos.

7.7. Ventajas

7.7.1. Es una prueba sencilla de facil manejo que no necesita de infraestructura, equipo
de laboratorio y personal capacitado para su aplicacion. Solamente en lugares en
los cuales la temperatura se encuetra abajo de 20°C a 25°C es necesario el uso
de una incubadora.

7.7.2. La unidad es practica para su almacenamiento debido a que no ocupa mayor
espacio.

7.7.3. El disco DAT-PA tiene incorporado tiosulfato de sodio como parte de la

formulacion lo cual permite el monitoreo de aguas clorinadas.

7.8. Desventajas
7.8.1. La estabilidad del método DAT-PA es de tres meses siendo una de las
limitantes para su uso

7.8.2. Es un método especificamente para la evaluacion de coliformes totales.

7.9. Nombre de la Prueba
La unidad preparada (disco + bolsa) fue nombrada como DAT-PA que significa: DISCO
AGUA TEST-PRESENCIA AUSENCIA El nombre fue dado tomandoc como base que es

¥

un prueba de presencia — ausencia para monitorear aguas ( test cualitativo).
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TABLA No 1

FORMULACION FINAL DEL MEDIO DE CULTIVO PARA 50 ml DE AGUA

COMPONENTES FORMULACION FINAL
Gramos
)
Triptona 5

Extracto de Levadura 1

Lactosa 5

Lauril Sulfato 1

Tiosulfato de Sodio 0.3
K2HPO4 0.1
NaCl 05

pH final del medio 6.8 + 1
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TABLA No. 2

COMPARACION DEL TIEMPO Y TEMPERATAURA DE ALMACENAMIENTO DEL DISCO

TIEMPO TEMPERATURAS
dias
4-8°C 25°C*
15 estable estable
30 estable estable
45 estable estable
60 estable estable
75 estable estable
90 estable estable
115 inestabilidad de color inestabilidad de color
130 inestabilidad de color inestabilidad de color
145  inestabilidad de color ~_ perdida de humedad

* Temperatura ambiente en un lugar fresco y obscuridad
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TABLA No. 3
COMPARACION DE TIEMPO Y TEMPERATURA DE INCUBACION

TEMPERATURAS TIEMPOS DE INCUBACION TOTAL DE MUESTRAS

POSITIVAS*
24 HORAS 48 HORAS
NO. MUESTRAS  PORCENTAJE  NO. MUESTRAS  PORCENTAJE
37 °C 100 66% 52 34% 152
25 °C 40 26% 112 74% 152

* N = 152 Muestras positivas verdaderas
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TABLA No. 4

SENSIBILIDAD =

ESPECIFICIDAD =

' FORMULA

(PVM(PV+FN)x 100

(NV)/ (NV+FP)x 100

DETERMINACION ESTADISTICA DE LA SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD

DE LA PRUEBA

DESCRIPCION DE LA FORMULA

CALCULOS DE ESPECIFICIDAD Y SENSIBILIDAD

PV= POSITIVOS VERDADEROS

NV= NEGATIVOS VERDADEROS

FP= FALSOS POSITIVOS

FN= FALSOS NEGATIVOS

SENSIBILIDAD DE LA METODOLOGIA EVALUADA

152/(152+12) x 100 =983.0 %

ESPECIFICIDAD DE LA METODOLOGIA EVALUADA:

111{111+5) x 100 = 95 %

.



38

TABLA NO. 5

NIVEL DE CONCORDANCIA DE LA PRUEBA UTILIZANDO LA PRUEBA DE KAPPA

CORRELACION ESTADISTICA DEL METODO EVALUADO

FORMULAS DESCRIPCION DE LAS FORMULAS DETERMINACION INDICE DE KAPPA. INTERPRETACION INDICE DE KAPPA
K = Po - Pe a = positivos verdaderoa
1+Pe P =[(152+5) x (182+12)) %280 =90.44 <0.20 = Correlacion deficiente
d = negativoa verdaderca 280 280
Po = g+d 0.21-0.40 = Correlacion regular
n n = total de muestras N=(12+111) - { (152+412) - 80.44) = 48 .44
0.41-0.80 = Correlacion moderada
Pe = P+N c = falsos negativos Pe=80.44 - 40.44= 0,50
n 280 0.681-0.80 = Correlacion buena
b = falsos positivos
P= [(a+b)] x (a+c)] xn Po= 1524111 = 0.84 0.81-1.0 = Correlacién muy buena
n n P = concordancia con positivos

K=084-050 = 044 =0.88
N= (c+d)- [(8 +0)-p] N = concordancia con negatives 1-080 08
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TABLA NO. 6
DETERMINACION DE VALOR PREDICTIVO POSITIVO Y NEGATIVO
FORMULAS CALCULOS
VALOR PREDICTIVO = (PV/(PV+FP)x 100 VALOR PREDICTIVO POSITIVO DE LA METODOLOGIA EVALUADA:
POSITIVO 152/(152+5) x 100 = 97%

VALOR PREDICTIVO= (NV)/(NV+FN)x100 VALOR PREDIGTIVO NEGATIVO DE METODOLOGIA EVALUADA:

111/(111+ 12) x100 = 80%

NEGATIVO
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--8. CONCLUSIONES

8.1 Estadisticamente el método DAT-PA (disco agua test - presencia ausencia) es
altamente especifico y sensible para determinar coliformes totales en el agua.
Correlaciona muy bien con el método de Fermentacion de Tubos Muiltiples por lo
que puede ser catalogada como un sistema de monitoreo de caracter cualitativo.

8.2. El test DAT-PA es un método sencillo para monitorear la presencia de coliformes
totales en los sistemas de distribucion de agua a nivel rural, es de bajo costo y su
transporte y almacenamiento a través del uso de bolsas plasticas estériles
simplifica la ejecucion de la prueba, principalmente cuando no es posible contar
con una infraestructura de un laboratorio.

8.3. Las temperaturas de incubacién para el método evaluado son 36° C + 1y 25° C
+1 (temperatura ambiente 20° C a 25° C). Ambas son dptimas sin embargo para
incubar las muestras a temeperatura ambiente es necesario un tiempo de 48
horas para observar la reaccion.

8.4. El tiosulfato de sodio actua como inactivador del cloro presente en el agua, la
insorporacion de éste componente en la formulacion del medio permite que el
método DAT-PA sea utilizado para monitorear sistemas de distribucion de aguas
cloriandas.

8.5. El método DAT-PA permance estable durante un periodo de tres meses

almacenado en rango de 4° C — 8° C yfo a temperatura ambiente (25° C) sin

exponerse a la luz.
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9. RECOMENDACIONES

9.1. Promover a través del Instituto de Nutricion de Centroamérica y Panama ( INCAP) el
uso del test DAT-PA (disco agua test — presencia ausencia) en lugares donde no se
cuente con infraestructura y personal calificado para la evaluacion de la calidad
bacteriologica del agua y asi contribuir a mejorar |a calidad de vida de la poblacion.

9.2. En la preparacién del método DAT-PA se debe establecer para cada lote el control
de calidad, utilizando cepas control para garantizar |a estabilidad y la confiabilidad de
la prueba al momento de su aplicacion.

9.3. Evaluar la utilizacién de preservantes que se puedan incorporar al método DAT-PA
para lograr prolongar la estabilidad en un tiempo mayor de tres meses.

9.4. Evaluar la adicion de sustratos cromégenos para determinar la prsencia de £. coli y
coliformes fecales principalmente en aguas rurales.

9.5. La incubacion del método DAT-PA a nivel rural, se debe hacer en un lugar donde la
temperatura ambiente sea igual o mayor a un rango de 20° C - 25° C. Sin embargo
en regiones donde el clima sea frio y la tempertura del ambiente sea menor a 20° C
- 25° C se debe utilizar una incubadora.
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ANEXO 1

AGENTES PATOGENOS PRESENTES EN EL AGUA QUE SE TRANSMITEN POR VIA
ORAL Y SU IMPORTANCIA PARA EL ABASTECIMIENTO

Agente Persistencia Resistencia Dosis infecciosa Reservorio
Patogeno en el agua’ al cloro® relativa® animal importante
BACTERIAS
Campylobacter jejuni M B M si
Campyiobacter cofi M
E coli patégeno M B A si
Salmonelia tiphy M B A’ no
Otras Saimonelias P B A si
Shigeila spp. breve B M no
Vibrio cholerae breve B A no
Yersinia enterocoitica P B A(? si
Pseudomonas aeruginosae puede multiplicarse M A no
Aeromonas spp. puede multiplicarse B A(?) no
VIRUS
Adenovirus ? M B no
Enterovirus P M B no
Hepatitis A ? M B no

Hepatitis transmitidas por via
entérica virus de la Hepatitis no A

no B, Hepatitis E ? ? B no
Virus de Norwalk 4 ? B no
Rotavirus ? ? M no (?)
Virus pequefios y redondos ? ? B(?) no
PROTOZOARIOS
Entamoeba hystolitica M A B no
Giardia intestinafis M A B si
Cryptosporidium parvum = A B si
HELMINTOS
Dracunculus medinensis M M B Si

? No conocido o no confirmado

a Perlodo de deteccion de la fase infecciosa en al agua a 20°C: breve hasta | semana,moderada de 1 semana
a un mes; prolongada mas de un mes

bCuandoiafasehfecciosaseemuer‘menestadolbremelaguatra:achoondésisytierrposdecontacto
tradicionales. Resistencia moderada: el agente puede no quedar completamente destruido; resitencia baja:
el agente queda completamente destruido

cLaddsisnecesariaparamusariainfeodbnmelSGi:deloswiuntaﬂosadulossam\enelmsode
algunos virus, puede bastar con una unidad infecciosa

dSeghbsrwjmdosdempmmlosmnseresmmvmbﬂwmhmﬁnztn

A = alto
M = moderado
B = bajo
P = prolongado

Tomada de Guias para la Calidad de Agua Potable vol. 2 pp 10




ANEXO 2

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE DIFERENCIACION DE Escherichia coli

PRUEBAS E. coli E.coli INACTIVA
% %
Produccion de Indol 98* 80*
Rojo de Metilo 99 95
Voges Proskauers 0 0
Citrato de Simnon's 1 1
Hidrdlisis de Urea 1 1
Lisina Descarboxilasa g0 40
Movilidad a 36 °C 95 95
Utilizacion de Malonato 0 40
Fermentacion D-glucosa 85 5
Fermentacion de Lactosa a5 25
Fermentacion D-manitol a8 93
Fermentacion de Sorbitol 94 75
Oxidasa Kovac's 0 0
ONPG 85 0
Sulfuro de Hidrégeno TSI 1 1

* porcentaje de reaccion

Tabla tomada de Standard Methods for Examination Water Wastewater 18 th edic. 1992
pp-9-66. Modificad con informacion del Manual del FDA 7a. edic. 1992. pp 38.
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ANEXO 3

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS QUE DIFERNECIAN ESPECIES DE
ESTREPTOCOCOS FECALES Y GRUPO ENTEROCOCO

GRUPO ESTREPTOCOCOS FECALES

GRUPO ENTEROCOCO

TEST S. faecalies S.faecium  S. avium S. gallinarum S. bovis S. equinus

Catalasa
40% Bilis
Esculina
Crecimiento a
45°C + e + + + +
Crecimiento en

NaCl al 6.5% + + + +

Crecimiento a

10C + + + +

Utilizacion de

piruvato +
Actividad fosfatasa +
Hidrolisis arginina +
Fermentacion lactosa
Arabinosa

+1
+1
+1
+1
+1
+1

+1  +1
++IQ+I
+1

+ = 90 % de positividad
- = 90% de negatividad
d = reaccion variable

Tabla tomada de Standard Methods for Examination of Water and Wastewater. |18 th de.
1992. pp 9-73

e
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EJEMPLO DE OBJETIVOS DE ELIMINACION DE LA TURBIDEZ Y LAS BACTERIAS COLIFORMES

TERMORRESISTENTES EN EL TRATAMIENTO DEL AGUA A PEQUENA ESCALA

FASE Y PROCESO TURBIDEZ BACTERIAS COLIFORMES
TERMORRESISTENTES

ELIMINACION CARGA MEDIA CARGA MAXIMA ELIMINACION a

% (UNT)b {UNT)b %
microtamizado NA ¢ NA NA NA
Tratamiento previo NA NA NA >899
Coagulacién/d
sedimentacion e g0 50 300 NA
Filtracion
rapida e >80 5 30 80
Cloracion final Nac 1 5 >89.9
Distribucién a
tuberias maestras NA >1 >5 NA

a. Resultados que han de obtenerse

b. UNT: unidades nefelométricas de turbidez

¢. NA: no aplicable. Proceso no destinado a eliminar la turbidez o las bacterias. El

microtamizado elimina las microalgas y el zooplacton

d. Los tratamientos previos pueden reducir significativamente el nimero de bacterias

coliformes termorresistentes, son el almacenamiento en depdsitos durante 3 6 4 semanas y

la desinfeccion previa.

e. Conjuntamente, se puede esperar que la coagulacion, la sedimentacion y la filtracién rapida elimine el 89.9% de las
- bacterias coliformes termorresistentes.

Tabla tomada de Guias para la Calidad de Agua Potable vol. 2. pp 27.




ANEXO 5

FRECUENCIA MINIMA DE LA TOMA DE MUESTRA DEL AGUA DE BEBIDA EN EL
SISTEMA DE DISTRIBUCION

POBLACION ABASTECIDA No. DE MUESTRAS MENSUALES
Menos de 5,000 1 Muestra
5000 a 10,000 1 Muestra por 5,000 usuarios
Mas de 100,000 1 Muestra por 100,000 usuarios

Mas de 10 muestras adicionales

Tabla tomada de Guias para la Calidad de Agua Potable Vol. 2 . pp. 27
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LT
s-acidn
‘-...,,.24-48?‘.

'ucba
suntiva

JLVS
cubacidn

"C/24-48h

EC
subacidn
-5 + 0.2
24d-48h

ANEXO 6

PROCEDIMIENTO

55

TUBOS DE FERMENTACION MULTIPLE PARA

COLIFORMES EN AGUA
(Prucba de 15 tubos)

[

LT 2X
LT 11X
BLVB

1]

1% X

COLIFORMES TOTALRES

{_:“ u \OJ > LJ COLIFORMES F”c,,

Caldo Lauril Triptosa Doble Concentrdcién

Caldo Lauril Triptosa Simole )
caldo Bilis Lactosa Vecrde Brillan te




ANEXO 7

= FORMULACION FINAL DEL MEDIO DE CULTIVO PARA 50 ml DE AGUA
COMPONENTES FORMULACION FINAL
Gramos

Triptona

Extracto de Levadura

Lactosa

Lauril Sulfato

Tiosulfato de Sodio

K2HPO4

NaCl

pH final del medio 6.8 £ 1




ANEXO 8

INTERPRETACION DE LA FORMULA PARA DETERMINAR
EL NUMERO DE MUESTRAS ANALIZADAS

Z1-2a/2+Z1-B = intervalo de confianza
a = limite de confiabilidad (95%)

B = limite de error permitido

S2 = desviacion estandar

p = probabilidad de muestras ( 0.5)

q=1-p




ANEXO 9

DETERMINACION DE LOS VERDADEROS POSITIVOS Y NEGATIVOS PARA ESTABLECER EL NIVEL DE
CONCORDANCIA DE LA METODOLOGIA EVALUADA PARA COLIFORMES TOTALES
CON EL METODO DE FERMENTACION DE TUBOS MULTIPLES (NMP)

N= 280 NUMERO MAS PROBABLE (NMP)
+ =
METODOLOGIA + 152 S
EVALUADA

positivos verdaderos= 152
negativos verdaderos=111
falsos positivos= 5

r falsos negativos=12
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