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INTRODUCCION.

El agua es un elemento indispensable para la vida,peroco

no solo importa su disponivilidad, sino tambifen su calidad-
(1).

El agua para consumo humano debe estar libre de micro-
organismos patdgenos y tener bajas concentraciones de sus -
tancias quimicas & de otra {ndole, que puedan presentar un-
riesgo para la salud humana.

(2).

La Organizacién Mundial de la Salud(OMS),estima, que -
uno de cada cuatro individuos hospitalizados en el mundo,-
ocupa una cama debido a alteraciones de la salud, ocasiona-
das por la insalubridad de éste elemento. La importancia sa
niteria del agua, es directamente proporcional a:la poten~
cialidad que tiene de convertirse en un factor negativo pa-
ra la salud, al provocar enfermedad. Los informes elabora -
dos por la OMs, indican que el 80% de las enfermedades que-

se producen en los paices del tercer mundo en desarrollo co

mo México, en su mayorfa son causadas por la contaminacibn.
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5i no se toman medidas sanitarias sobre los desechos -
humanos8 y animales, los cuales contaminen con virus, bacte -
rias, parfsitos y hongos patdgenos, contribuyentes escencia-

les de la contaminacibén a las fuentes de abastecimiento de

agua, por ejemplo los estanques que irrigan a la poblacibn =

del vital elemento, asi como a la red de distribucién de

agua potable, con lo que se propicia la transmisién de las

enfermedades infecciosas producidas por los microorganismos-
patbgenos.

Las investigaciones de las medidas sanitarias, asi co-
mo los métodos de prevencién y control de contaminacibn de -
las aguas, aunado a los procesos de tratamiento del agua, -
son utilizados con el fin de prevenir las enfermedades que -
se transmiten fAcilmente por medio del uso del agua contami-
nada (2).

Las formas de evacuacién de los desechos humanos, que -
en nuestra regibn, Juerétaro,es decir, en nuestras zonas ru-

rales, se efectlla al aire libre.




( fecalismo al aire libre), ésto provoca que se produs
can criaderos de moscas y que al posarce scbre los alimen =
tos los contaminen; por otra parte el aire arrastra a los -
microorganismos portadores de éstos desechos depositandolos
en el agua de canales, por lo que es de suponer que el feca
lismo al aire libre es la causa principal de la contamina -
cién del agua, aumentando el problema los deschos industria
les .

La recoleccién,tratamiento y evacuacién de los resi -
duos de las actividades humanas, constituyen los elemen -
tos principales del sistema de control de calidad del agua.

Todas las actividades humanas producen algfin tipo de -
desecho, que puede clasificarse en 8 categorfas en general-
que son: l.- Agentes infecciosos.

2.- Residuos que consumen ox{igeno.

3.- Nutrientes de plantas.

4.- Sustancias quimicas.

5.~ Sustancias Orgénicas.

6.- Sedimentos y otros elementos sélidos.
.= Material radioactivo.

8.- Calor.




Para determinar el efecto contaminante de éstos -
elementos, es necesario contar con datos objetivos, que -
deben de indicar con exactitud las tasas de reaccibn pro-
yectadas, el medio ecoldgico existente y los cambios futu
ros en el sistema acfiatico. Por otra parte las variaciones
en los caudales de flujo, niveles de reflujo, nutrientes-
adiciones térmicas, efectos de toxicidad, de olores y sabo
res, asi como de otras variables que tambien son importan
tes, no so’o0 vor su efecto sobre la salud pfiblica, sino-
en cuanto al tipo y grado de contaminacién que provocan,-
teniendo que especificar cual serf el tratamiento que de-
be de utilizarse para los diferentes tipos de aguas con -
taminadas.

Tambien s importante el disefio y la seleccidn de di-
chos tratamientos, as{ como la evacuacibn de las aguas -
servidas, aue se deben de incluir.tanto en los estudios -
de "Tratabilidad de un residuo", v en 1z eliminacibn re -
ferida a la contaminacibn de sbélidecs, provenientes de la-

sevaracibn de ifauidos.(1).

alla,




kdemfs de determinar el tipc de comtaminescifm bio -
légica; el agua debe ser en la medida posible, cristalina
e incolora y no debe tener olor desagradable.

La aplicacibén de estos sencillos criterios, pueden -
ser prlcticos, pero dificiles de realizar en los pafces -
en desarrollo como México, donde hay escasez de personal-
capacitado,ademés la falta de laboratérios equipados ade-
cuadamente, en si nuestra infraestructura es muy deficien
te para llevar a2 cabo la vigilancia y el monitoreo ade -
cuado de la calidad de el agua.

Por lo tanto basandonos en nuestras realidades y cir
cunstancias, se podrian hacer avances considerables, si =
se tomaran en cuenta los requisitos que consideramos m{ -
nimos e indispensables en la calidad de el agua y de esa-
manera estableceriamos métodos sencillos y efichces de-
andlisis. La anlicacién prictica de medidas de sepuridad-
¥y control, basadas en la vigilancia constante y eficaz, -
para no permitir la contaminacibn de el agua, evitaria en

gran parte la cantidad tan enorme de brotes infecciosos,-



que producen la trasmicibén de las enfermedades ocasionadas-
por dicha contaminacibn,y en general garantizaria la dispo-
nibilidad del agua segura.(2).

Muchos pafices en ‘esarrollo como México y algunas de-
sus ciudades mis importantes industrialmente hablando como
lo son: Salamanca, Monterrey, Guadalajara, Leén, Querétaro,
etc, por mencionar algunas, en los Ultimos afios han tenido
un gran crecimiento industrial, estfn afrontando un grave-
problema en cuanto a contaminacién quimica de sus aguas, -
devido a que las nuevas industrias vierten sus desechos en
los canales 6 en las asequias, las cuales son utilizadas -
por nuestra poblacién rural, para lavar la ropa,aseo de la
cas, aseo personal, riego de cultivos ¥ en muy pocas oca -
siones, pero gue si ha sucedido, para consumo humano y des
piles de todo é&sto se agrega el uso de productos quimices -

agricolas en los cultivos.




7a que nos es “ificl evaluar el efecto tbéxico de los con-

taminantes quimicos a corto plazo, sobre la salud, en especial
cuando la concentracidén es baja y su duracibm es por largo -
tiempo. Lstos contaminantes pueden ser; metales pesados, com =
puestos organoclorados y sustancias resistentes a la biodegra-
dacidn .(2).

csta problemitica ya existente en nuestro Estado de Querg
taro, esti aumentando dia a dfa y es de suma importancia tra -
tar de forma urgente e inmediata el darle una solucibn.

De la informacién antes menciongda, puedo decir que las -
formas de la contaminacién son muchas y muy variadas, algunas-
se detectan con material y equipo muv sencillo ¥y ademfs accesi
kble a nuestros recursos econbmicos, pero algunas otras formas-
de contaminacidn, reguieren para su deteccién de materiales v-
de eguipo muy sofisticado y de téenicns muy comnlicadas, por -

lo que nos resultaria imposible realizarlas devido a que éstas,



las cuales no estln a nuestro alcance. La cortaminacién bio’
légica del agua de consumo se encuentra dentro de la pri -
mera clasificacién, por lo que creo gue al realizar el moni
toreo del agua de consumo, en una de nuestras comunidsdes -
rurales, se van a obtener datos de suma importancia, ya que
vamos a tratar de conocer el grado de contaminacidén y rela-
cionarlo con la incidencia de enfermedaes gastrointestina =
les que padece la poblacibén y en base a &ste dato, se tra -
tarf de buscar alguna solucidn y/o alternativa de mejora -

miente en cuanto a la calidad del agua.




a).- OBJETIVO.

El ejido de Santa Maria Magdalena, es una poblacién que
se encuentra ubicada al lado Noroeste de la ciudad de Jueré-
taro, a una latitud de 101Q 57', con una longitud de 20"37'-
y una altitud de 1,830 M. sobre el nivel de el Mar.

El poblado cuenta aproximadamente con 9,000 habitantes,
los que forma alrrededor de 657 familias.

La poblacibén cuenta con una escuela primari y un Kinder
Garden; la mayoria de los habitantes econbmicamente activos-
son obreros de las fAbricas aledafias a la zona, por lo que -
los servicios médicos son absorvidos en su mayoria por el -
IMSS, los que carecen de écte servicio, son atendidos por -
el Mospital Civil y la Secretaria de Salubridad de la ciudad
de Suerétaro.

Ahf en la poblacibn se cuenta con los servicios médicos

de un particular, que funciona desde hace varios meses.



Se instaldé el drenaje y se empedré la zona central de la po -
blacién, desde hace mhs de un afioc.

En un recorride que se realizd por la poblacibn, se hizo
de nuestrc conocimiento, que habia varias manzanas en las que
carecian de agua desde hace varios meses, por lo que hasta la
fecha se ha sustituido por la provicidén de carros bomba que -
llegan hasta la poblacibn para surtirles de &ste liquido.

En los alrrededores de la poblacibén existen grandes ex -
tenciones de freas de cultivo, las que se estan perdiendo, de
vido a que a la poblacién la rodea un canal, llamado, el Ca -
nal del Areanal, al que una gran parte de las industrias cer-
canas vierten sus desechos y éstos a su vez son utilizados en
numerosas ocasiones vor los campesinos para regar sus Sembra-
dios, para el baio personal y labadc de ropa orincipalmente,-

nor io gus consiaer~amos que la mavoria de los hzbitantes,



de wantz aria Magdalena, se encuentran ern una u otra fcéma ex—-
puestos a contaminantes en forma constante, sin contar com las-
corrientes de aire que llegan a los individuos que diriamente -
esperan el camibén a la orilla del canal, ellos estin ingirien -
do a Jos microorganismos patégenos por via respiratoria.

For todos &stos factores se ha escogido,a ésta poblacibn -
para un estudio de Investigacién, en el cual se revisd la bi. -
bliorrafia de las técnicas ya existentes a cerca del control y-
monitoreo del agua, para que en base a las caracteristicas par-
ticulares de la poblacibn, se establesca la metodologia mhs ade
cuada y en esa forma poder mejorar su calidad, de manersa oug -
éstos estudics tambien sirvan como modelo, para otras poblacio-
nes aue tenran las +ismas caracteristicas 6 que sean semejantes

¥ qu~ nresentsn un problema similar, para aue las solucionec -

o
=1
"
1
o]
3

»lantean puedan servir para resolver 6 al menos dis

minuir e! nroblema.
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b).—- JUSTIFICACION.

Por lo expuesto anteriormente iniciaremos un estudio del
agua de consumo en los domicilios de un grupo de personas -
tomadas al azer( en base al nfimero de habitantes se tomé un
10% de la poblacién total, que son aproximadamente 70 fami-
lias a estudiar),para que mediante las pruebas resultantes,
se pueda dar un poco de asesoramiento a la poblaciém, inten
tando el mejoramiento de sus habitos de limpieza, tanto en-
los tinacos & lugares donde almacenen su agua, como en la -
de sus alimentos, ya que en numerosas ocasiones, el agua -
viene por la tuberia un tanto cuanto pura, pero al llegar a.
los lugares de almacenamiento, es ahi donde se contamina y-
todo ésto provocado unicamente por la falta de aseo en sus-
recipientes de almacenamiento.

Existen varios métodos sencillos para la purificacién
del agua por ejemplo:l.- La ebullicién del agua por 15 mi-

nutos,
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¥ 2.-La clorinacién; éste Giltimo se recomienda por su sencilléz
de aplicacién principalmente, bajo costo y eficacia.

Para éste méfodo solo es necesario aplicar cierta cantidad
de cloro, por cada litro de agua, en forma peribdica, dependien
do del gasto diario que se tenga del =gua, &sto se hace con el-
fin de disminuir un poco el grado de parasitésis tan abundante-
aqui en el Estado de Querétaro, tanto en las ciudades, como en-
las poblaciones rurales. Por los datos estadisticos que se tie-
nen, Querétaro es uno de los Estados que ocupan los primeros -
lugares de parasitbsis a nivel Nacional, por lo que en alguna -
forma se est& tratando de disminuir la contaminacién biolégica

y por consiguiente 1la trasmicidén de las enfarmedades causadas

por los microorganismos que contaminan el agua de consumo.

i B
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CAPITULEOII.



a)e- RECOLECCION DE LA MUESTRA.

Recoleccibn, Conservacién y almacenamiento de las mes
tras.

La recoleccién, almacenamiento y conservacién de las mues-
tras de agua,son pasos importantes para los resultados del ané
lisis de el control de calidad.

Un programa de muestreo puede planearse satisfactoriamente
para cumplir con los objetivos de estudio, que pueden hacerse -
dentro de los limites y factores disponibles, como son; tiempo,
dinero y recursos humanos. En el estudio sé pueden usar un nf -
mero pequefio de muestras, lo que se requiere unicamente,es gue-
sea una representacién adecuada de el tipo de agua y de el tama
fio de el efluente que se va a muestrear.

El nimero de muestras y el sitio, es determinado principal
mente por el inspector, para satisfacer los requerimientos nece

sarios que establecen los estandares de calidad de el agua.
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El microbiologo puede tambien participar en la planeacién
de las pruebas microbiolbgicas especificas que son necesarias,
el nimero de andlisis que pueden llevarse a cabo y el equipo -
que se requiere. Para la formulacién final se dén algunas es-
pecificaciones en cuanto al tiempo y condiciones finales de -
muestreoprincipalmente, ejem, se puede mencionar la variacibn-
de la temperatura, de acuerdo a las estaciones del afio, asi -
como las cantidades de flujo del agua, que tambien se toman en
cuenta de acuerdo al peribédo de lluvias; estos dos factores -
pueden ser importantes, para conocer el peribdo ideal en el -~
que se debe efectuar el estudio, basandose en la temperatura -
éptima de crecimiento, a la cual se pueden desarrollar los mi-
croorganismos contaminantes.

Los recolectores de las muestras conocen exactamente la-
localizacién del lugar donde se va a muestrear Yy deben de es-

tar muy bien entrenados para llevar a cabo las técnicas de la

=15~




Biade ol - i o R .

recoleccidn. Dicha técnica tiene un alto grado de higiene y -
se utiliza un equipo de muestreo especial.

El recolector de la muestra, es el responsable de regis-
‘ trar toda la informacibn que sea necesaria a cerca de la mies
‘ tra, para que pueda tener un significado en la evaluacibén, asi

como en la interpretacién de la informacién del laboratorio.
Las técnicas de la recoleccidén de la muestra, para anf-
lisis Microbiolbgicos, establecen una serie de precauciones -
y condiciones, que deben de ser conservadas a fin de obtener-

resultados significativos en en el trabajo.

Antes que nada debemos tener muy claro el objetivo de es
tudio, ya que en base a ésto se van a indicar las caracteris-
ticas de muestreo, el sitio y el tipo de muestra,que se va a-
requerir para el an#lisis, y dependiendo del tipo de muestra,
as{ ser&n las técnicas,tanto de muestreo como de anélisis, ejem

se pueden muestrear aguas de consumo, agua de desecho, agua re

o



sidual, agua de lagunas, agua de charcos, agua de aljibes, -~
agua de pilas, piletas, agua de estanques, lagos, albercas, -
bafios, aguas clarinadas, ( aguas de descho desinfectadas con-
cloro), una vez estando bien determinadas sus caracterfistira.
cas, se procede a realizar el anhlisis, por ejemplop grado de
contaminacibn, tipo de microorganismos Patégenos, de la mues
tra,ide dbnde proviene la contaminacién?, & simplemente para-
un control de calidad peribddico.

El tamafioc de la muestra se va a determinar en base al ‘=
objetivo de estudio y a la cantidad de agua que se disponga-
para muestrear.

Para cada tipo de muestra se dan. indicaciones espec{fi -
cas, pero se pueden dar las siguientes indicaciones generales:
l.~ Utilizar, recipientes, bolsas, frascos ¥ materiales en -
general, que estén previamente esterilizados para la recolec-.cr

cién , ( haciendo uso de el autoclave, seglin el caso a 121g =

P




por un periddo de 20 minutos, & en el horno a 180 C por 30 min,
6 170°C por una hora), es necesario cubrir con papel aluminio 6
con papel destraza el material que se va a esterilizar, para -
protegerlo de contaminaciones ulteriores durante el manejo.

2.- Al recolectar la muestra, se deben de evitar contaminacio -
nes del ambiente, tales como: polvo,tierra,saliva, descargas na
sofaringeas, 6 de cualquier otra naturaleza.

El recipiente 6§ bolsa se abrir& justamente lo necesario pa
ra introducir la muestra y hecha ésta maniobra, se wvuelve a ce-
rrar y a cubrirse tal como estaba originalmente; no se conside~
ra necesario durante la maniobra la utilizacién de mechero. - -
3.~ Es necesario que el recipiente y los dispositivos utiliza-
dos para la toma de la muestra no solo se encuentren esteriliza
dos, sino ademis tambien deben de estar libres de sustancias -
que pudieran afectar la viabilidad de los organismos contaminan

tes que se encuentran presentes en la muestra.




.

4,- Es recomendable identificar claramente mediante rétulos 6-
etiquetas, los recipientes antes de colocar en ellos las mues-
tras a fin de evitar confusiones, si se ha de tomar mAs de una.
5.- En el informe 6 acta anexa, se consignaréi en forma perti. -
nente que pudiera afectar a la prueba & al valor del resultado,
a fin de que el laboratorio tome en consideracibn &stos deta -
lles y desarrollar una prueba correcta, por ejemplo la posibi-
lidad de la presencia de algin conservador, un olor & un color
desagradable y desusual, sus condiciones de temperatura, con -
servacidn,proteccibn contra agentes contaminantes, etc.

6.~ Toda medida que se tome para acortar el tiempo comprendi -
do entre la recoleccién y la llegada de las muestras al labora
torio, contribuiré notoriamente a evitar falseamientos en la -
imégen !licrobiolégica del andlisis del agua, los cambios que -
puedan surgir y sufrir durante su transporte, son tanto cuali-
como cuantitativos y generalmente se pueden encontrar cifras —

mavores a las que originalmente habia en la muestra, como re -
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sultado de la proliferacién de un grupo particular de microorgg
nismos, & bisn menor cantidad de ellos, si es que esth presente
un grupo antagbnico.

&g evidente que cada situacién plantea problemas especifi-
cos en el muestreo; estimamos sin embargo gque la conclusibén de-
éstas consideraciones y de las que se sefialan en cada tipo de -
muestras, en particular, permitiran al inspector seguir una me-
todologia adecuada para los objetivos de muestreo y control sa-

nitario del asua.




RECEPCION DE LA MUESTRA.

Introducecibn.

Es importante la intervenciém de un Quimico en la super
vicién del trabajo de recepcibn de la muestra que llega al -
laboratorio.

a.- Para constatar el correcto cumplimiento de las indicacig
nes.

b.-Para aclararse con los remitentes cualquier duda que se -

suscitara con la idoneidad de la muestra y la aplicabilidad-

de las determinaciones que se soliciten.

c.- Para la adecuada distribucibn de las miestras, si es que

han de intervenir més de un laboratorista en su estudio.

?rocedimiento.

1.- Al recibir la muestra en el laboratorio se debe -
constatar la clave escrita en el recipiente con el acta & -
documento que la acompaiia.

2.-Dar el nfimero de control interno, con el que serf mane -
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jada la muestra dentro del laboratorio.

3.~ Tomar nota de las pruebas sovlicitadas al laboratorio =

en el acta de muestrec 6§ de inspeccién.

4.~ Be revisard la fecha de recepcién de la muestra, as{ -

como la hora de su llegada .

5.- Comprobando que no ha ocurrido der-amamiento del conmte=

nido del recipiente y que el embase se mantiene integro, 1i

bre de perforaciones, rasgaduras & roturas de cualquier ti

po. En &ste (ltimo con la muestra es impropia para el estu-
dio.

6.« Examinar el contenido del recipiente ( frascos que de-

ben de ser transparentes), y consignar cualquier caracteris

tica que sugiera cambio & alteracién del producto, por ejem.

decoloracibn, enturbiamiento, cambio de olor, formacibn de-

pelfculas & sedimentos, desintegracibn, etc.

7.- Verificar siempre que sea posible la temperatura de la-

muestra, al recibirla en el laboratorio cuando se trata de-

recolecciones que requieran una transportacién refrigerada.



.

8.~ Uistribuir la muestra recibida a la mayor brevedad al la-

boratorio 6 laboratorios que han de intervenir en su an#lisis.

RECIPIZNTES PARA LA MUESTRA.

l.- Frascos pasra la muestra. Los frascos adecuados para la -
muestra, deben de ser de material resistente, para que sopor-
ten las condiciones de esterilizacidén a que son sometidos, -
asi como la accién de algunos solventes.Los frascos deben de-
ser de preferencia de borosilicato( vidrio), de boca ancha y-
y con tapbn de rosee: § puede ser tapén de vidrio, tambien se
pueden utilizar frascos de plistico que sean resistentes al -
calor, los cuales se puedan utilizar sin que al esterilizar -
los produscan miteriales téxicos. -l tapbén debe ser de rosac-
ya que éste no permite que haya accibn bacteriostitica & pro-
duccibén de compuestos nutritivos durante el procesoc de este -

rilizacién.
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ESTERILIZACION Y LIMPIEZA DE LOS FRASCOS.

Los frascos para la muestra pueden ser de menos de 125ml.
con ésta capacidad ya tememos un volfimen adecuado y ademfs --
queda espacio para mezclar perfectamente antes de que el agua
sea analizada. Los frascos de 250, 500,y 1000 ml tambifen son-
usados para numercsos anfilisis, pero con menos frecuencia.

Los frascos que tengan astillas, roturas & superficies -
grabadas se desechan. Todos los frascos deben de cerrar her -
méticamente, antes de usar el frasco debe de estar bien lava-
do con detergente y agua caliente, volviendo a enjuagar con-
8sta filtima, para eliminar todos los residuos que pudieran &
quedar de detergente, y enjuagando finalmente con agua desti-
lada, por lo menos tres veces.

En algunas ocasiones se pueden someter los frascos a -
prueba y de &ste modo detectar la presencia de agentes bacte-

riostéticos 8 residuos inhibitorios para algunos microorganis
mes.

8.




AGENTES DE CLORINACION. >

El cloro es el agente que mids frecuentemente se encuen-
tra en los frascos de las muestras de agua y de las aguas re
sidﬁales. La adicidn de tiosulfato de sodio a los frascos de
muestra antes de la esterilizacidn, a una concentracidén de -
la solucidn de 10% ( se agrege 0.1 ml por cada 125 ml de vo-
limen de muestrz (1) ), esta concentracidén neutr=zlizs apro -
ximadamente 15 mgr/ 1t de cloro residual.
AGENTES QUELANTES.

La nresencia de un agente quelante en los frascos de -
muestra puede quedar adherido a él en el momento de muestrear

supuestamente si contiene mds de 0.01 mgr/lt de metales pe-

sndos, como son: Zinc, Niquel,Plomo,etc, ya se considera con:

taminado.

Para éstos casos, se agrege una solucidén que tenga una-
concentracidn de 15% de tetracetato de etilendirmina dcido -
(EpTA), * con sal de tetrasosio agregrndo solo 0.3 ml de és-
ta solucidn por cads 125 ml de voliumen de muestrs, antes de-
esterilizar, se neutraliza la accibén de éstos agentes quel=n
tes cobre las bacteries.

ENVOLTURA DE LOS FRASCOS.

Para evitar 1a contaminacién de las tepas y los cuellos
L
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de los frascos se cubren con papel aluminia 6 papel destraza
antes de la esterilizacidn.
ESTERTLIZACION DE 10S FRASCOS.

Los frascos de vidrio & de pléstico resistentes al ca -
lor se pueden esterilizar en el autoclave a 121 C por un pe
riédo de 15 minutos, una alternativa podria ser la esterili-
zacién en seco por aire caliente, por un tiempo no menor de
2 horas a una temperatura de 170 C. Otra forma que tambien =
gse puede utilizar pars éste tipo de material, es agregando -
6xido de etileno a los frascos, que tambien se utiliza para-
les bolsas de pldstico 6 para los embases que no resisten -
altas temperaturas.

Los frascos 6 recipientes que se esterilizan con gas se
pueden almacenar toda la noche antes de que sean utiliza&os,
para dejar que todos los residuos 6 trazas de gas se disipen.

BOLSAS DE PLASTICO.

En el mercsdo se dispone de bolsas que practicsmente =
sustituyen a2 los frascos de vidrio & de pldstico ( Whirl- -
pack),que se utilizan en el muestreo de sélidos 6 de 2limen-—
tos. Los febricantes de bolsas indican que éstas estdn he -
chrs pRAra abrirse una sols vez, solo en el momento de mues —
trear, ya gue la bolsa es esterilizada =2ntes de salir a la -

venta.
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A.- Frasco de vidrio con tapa de rosca.
B.- Bolsa de Pléstico ( Wirl-Pack).

C.- Frasco de vidrio con tapdn de vidrio.




TECNICAS DE MUESTHEO.

Hay varias formas de muestrear, una de ellss puede ser
recoleccidn y muestreo a mano, 6 bien puede utilizarse un -
aparato para las tomes del fondo de cansles, lagos, pozos, -
rios,etc, tambien hay lugares donde se resuiere de sisteman-
especiales de muestreo, debido a que el sitio sefialado sea -
de dificil acceso, por ejemplo, un muclle, un puente 6 un =
banco adyacente a las superficies del agua.

Muestreo de aguas clorinades.

Cusndo la muestra es de =guas residuales desinfectadas-
4 tratades con cloro, bien puede ser : gus residual, de cen -
tro: de recreacidn, comc clberces Y bafios, por lo que 2 los-
recipientes donde se vr amuestrear se les agresa un agente -
desclorinasdor como los 7ue se mencionaron anteriormente..

Muestreo de superficies a meno.

Para éste método se puedie utilizar un g mcho que $0s -
tengsn el fresco de monitoreo. = T

Se debe investigar el lugar, etiquetar el frasco, mues-
trear e inmedisatamente cerrar el frasco verfectamente con su
tana de rosea y cubrirlo con el papel aluminio, pars orote-

ferlo de 1l contominnacién.
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fqui se ilustra la forma de muestrear

superficies a manoe.



reo requiere de un equipo que llegue a cierto nivel de. profun
didad, para que al sumergirse se abra en el lugar de muestreo,
se llene, se cierre y se saqu= a la superficie, aunque de pre
ferencia las mediciones més efsctivas son las que se realizan
con un cable muy largo, echo “e material resistente como el -

acero.
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SRCCION b).- TECNICAS.
Parte TIT A.
ESTANDARD PLATE COUINT. (SPC).

Recuento total de bacterias (RTE).



b.- METODOLOGTA.

Metdos analf{ticos.

Parte III. Seeccién A.

Método del Estandard Plate Count.(SPC).
Método del Recuento Total de Bacteriss. (RTB).
l.- Sumario.

El método del RTB, es una forme de medir -
cuentitativemente y de una meners directa a les brcterias-~
aerébicas y anaerébicas facultatives que se encuentran en -
las aguas del medio ambiente, ést=s bocterias se multipli -
can generszlmente en forma muy répidz, en medios selectivos.
Esto se hace tomsndo un~ muestra zlicuota de agua y se colo

ce en una caja Petri, se le agreg: el medio de cultivo(

agar vara métodos estandard a un= temperatura de licuefac -
cidén, oue no debe ser demneiado eleverda, nor aue puede ma -

tar 12s brcteriss, 44-469C), se mezcls nerfectamente 1=

muestra y el medio, pnrn nue haya uns corrects distribuecidn
de 1l-s bacteriss en toda 1a cAaja.
Cadn colonia que ecrece en el medio vroviene de un= cé-

Iuls bacterianz.

Aungue sisanss nerrtes de 13 c~3i- Fetri no se rnresten-




para hacer el recuento de las coloniss, debido a que nd -
reunan las condiciones adecuadas, por ejemplo,que no se -
haya mezclado bien el medio y ls muestra, por lo gue el =
crecimiento se va a observar unicamente como un amontona-
miento de colonias, 6 que se produgca alguna contaminacidn,
en general el método del RTB, nos proporciona una técnica
uniforme que es utilizada como prueba comparativa para el
control de calidad, en la prueba del monitoreo del agua.
2.- Aceién y Aplicacién.

Esta técnice es muy simple y dtil para la determina -
cibén de la cantidad de bacterias en el agua potable, por -
lo que se usa en el control de calid=d de los procesos de-
tratamiento del agu=.

El método del RTB, ofrece un proceso que nos ayuda a-
mejorar la calidad bacterioldgica del agua, distribuida por
los sistemas de 12 red pibliva.

Tambien nos permite conocer la efectividad de la clo
rinacidén de los sistemas de agua potable y permite detec-—

tar 12 presencia de posibles conexiones de contaminacidén-—

en dicha red.
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Forma tipica de realizar las diluciones

para el Método del Estandamd Plate Count
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5.~ E1 frasco de la dilucién 1:100 se agita vigoradamente
y las diluciones siguientes se hacen com muestras alfcuo-
tas ( pasando 1 ml)del frasco anteérior a los frascos en -
blanco, se utiliza una pipeta estéril en cada ocasidn, que
se diluye lz muestra y sntes de hacer la dilucidn se =sgi-
ta vigorosamente el frascovpara una correcta distribucidn
de las bacterias.

6.~ Cuando uns alicuota se deja caer en el frasco, la pi-
peta no debe entrar mds de 2,5 cm por debajo de la super-—
ficie de la muestra.

4.~ Preparacién del agar.

l.- Para la preparzcibén del agar, se realiza de acuerdo -
a las indicaciones que trae cada frasco de polvo deshidra
tado y ya que estd preparado se mete a esterilizar,por -
un peridédo de 15 & 20 minutos, es muy importante que el -
tiempo sea exacto, ya cue si éste permanece por mis tiempo
a elevadas temneraturas, se pueden desnaturalizar las pro
teinzs oue componen el medio y por lo tanto éste ya no -
sirve.

Tambien es importsnte aclarar que cuzndo se esterili
za el medio de cultivo y no se utilize de inmediato se -~

puede guardar en el refrigerador, por algin tiempo, 6 bien
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si se prepera y se deja sin esterilizar, tambien se pueden guar
dar en el refrigardor por algln tiempe, hasta el momento en que
se van a utilizar & despflea derretirlo a bafio Marfa a 100°C, en
&ste caso tambien es importante que el medio no dure mucho en &
el bafio, por que se descompone, solo se derrite una sola vez ya
que si sobra se descha, pues cada vez que el medio se somete al
calor, se precipitan los componentes de &ste, produciendo gru -
mos & bolas, dando mal aspecto y cierto porcentaje de error en-
el recuento bacteriano, ya que el precipitado que se forma no -
permite que se haga un recuento correcto.

Cuando el agar se haya derretido, se mantiene a una tempe=
ratura de 44-46°C mediante bafio Mafia, manteniendo un termbéme -
tro sumergido en el bafio en un frasco por separado, para checar
la temperatura.

5.- Preparacibn del sembrado.

a.- Siempre se corre un duplicado de cada caja, para cada dilu

cibn, aunque se utilice un tamafio mfs pequefio.
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b.~- Se marca cada caja y se ordenan adecuadamente, se prepa
ra un blanco para checar cada dilucién, enincluso las dilue:x
ciones conocidas, e le anota la fecha y alguna otra intorn;r
macifn que sea necesaria e importante.

3.~ Con una pipeta limpia y estéril, tomar una alfcuota de-
cada dilucibn y colﬁcnrlas en las cajas de Petri respective
vas de acuerdo a sus etiquetas, para el proceso se utiliza-
una pipeta estéril en cada dilucién y en cada transferencia.
4,- Despfies de obtener la alfcuota deseada del frasco, se -
limpia la punta de la pipeta y se recarga la pipeta sobre -
el fondo de la caja Petri, esperando a que caiga por cepila
ridad, evitando de &ste modo posible contaminacibn. ‘
5.- Para disminuir el nfimero de bacterias que aparecen en -
la muestra, ninguna de las diluciones d@e debe de preparar -

en la caja. Todo ésto se efectfia en 20 6§ 25 minutos.
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.- _Vaciado del agar a las cajas.de Petri.

l.- Usando el termbmetro para el control de la temperatura del
bafio, checar la temperatura del medio antes de wvaciarlo.
2.- Vaciar mhs & menos entre 12 y 15 ml por caja,del medio de-
agar derretido y a la temperatura adecuada (44-46 C°), la caja
debe de contener la muestra alicuota de prueba. Mezclar el me-
dio inoculado cuidadosamente, evitando salpicar las paredes y-
en general el interior de la caja .

Se d& a continuacibn una técnica & recomendacibén para la
rotaciébn de la caja.

Se gira 5 veces a la derecha, 5 veces a la izquierda, 5 -
veces hacia atrés y 5 veces hacia adelante. Tambien se puede -
rotar en forma de 8 6 bien en forma circular.

3.- Pipetear 1 ml de agua estéril y vaciarlo en una caja, agre

garle el agar, mezclarlos e incubarla y tomarla como mestra -

piloto, &ste control nos sirve para checar la efectividad de -
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la pipeta estéril, las cajas, el agua de dilucibn, el medio,
etc.

7.=- Incubacién de las cajas.

l.- Despfies de que el medio ha solidificado ( generalmente-
10 minutos despfies del vaciado), invertir las cajas e incu-
bar de inmediato a 37°C .

2.~ Incubar todas las muestras de agua que estfn sometidas-
a la prueba exepto, la caja de control, las demfs se incu»>-
barén por un peribddo de 4§ Hrs % 3 Hrs a 3700 : 0.5C 7 1la
caja control se incuba a la misma temperatura pero por un =
perfodo de 72 Hrs. La incubacibén prolongada se requiere pa-
ra que los microorganismos tengan tiempo de recuperarse y -
produzcan grandes generaciones.

3.- Las cajas se agrupan en la incubadora en hileras peque
fias, no se deben de hacer pilas muy grandes. Estas indica -

ciones se deben de tomar muy en cuenta, para permitir que -



el aire circule en forma adecuada por el incubador y que a - A
la vez la temperatura sea uniforme en toda el &rea de incu -
bacibébn, para mantener el equilibrio.

8.- Recuento y registro de las colonias.

Desptiés del peribdo de incubacibén, se examinen las ca -
jas y se seleccionan las que tienen entre 30 y 300 colonias.

El recuento se hace inmediatamente, ayudandose con el -
cuentacolonias, éste cuenta con un equipo para seguir la ca-
ja, asi{ como un vidrio de aumento para observar mejor las co
lonias, ademés tiene una fuente de luz y se puede adicionar-
un contador de mano para mayor control.

Para el conteo se puede utilizar un contador electréni-
co, que cuente y registre las colonias al mismo tiempo, que-
se marquen en el tabulador y nos dé el resultado automltica-
mente cuando finalice el conteo.

El contador de colonias estéd disponible para el recuen-



to de todas las colonias, pero especialmente las mls gran-
des, éste contador esth provisto de un registro digital y-
una pantalla visual para la revisién y el recuento de las-
colonias de la caja Petri, aunque tengan diferentes tama <
nos. La posicibn del contador de colonias varfa de acuerdo
al nimero y tamafio de las colonias por caja. El analista -
puede comprobar los resultados peribddicamente con los re.w
cuentos del contador manual.

Las siguientes indicaciones pueden usarse para el reporte-
del SPC & recuento total de bacterias{RTBY}

a.- Cajag que contienen entre 30 y 300 colonias.

Se cuentan todas las colonias y se dividen entre el -~
vblhmen de prueba( en ml), si el duplicado de alguna de -
las diluciones contiene entre 30 y 300 colonias, se suman-
&éstas al recuento de las colonias de las dem&s cajas y se-

dividen entre el volimen de prueba ( en ml), como sigue:




Suma de colonias. = SPC/ ml.

Suma del voliimen de prueba en ml.

Registrar la dilucién utilizada y el niimero de colo -
nias en cada caja ¥y reportar como recuento total de bac -
terias/ml. (SPC).

Si se observa que dos & mhs diluciones consecutivas,
se encuentran en el rango mencionado, se cuentan indepens’ -1’
dientemente de alcanzar el recuento final de la caja por-
100 ml. Por medio de &ste chlculo, el recuento por ml se-
utiliza como valor para el reporte final.

Por ejem, si se cuentan cajas con 280 y 34 colonias
en la dilucibén 1:100 y 1:1000 de la muestra, el chlculo-

es de la siguiente manera: 280 _ 28000/ml y 34

0.01ml — = 34000/ml.
0.001

Reporte del valor final: 28000 + 34000

= 31,000 SPC/ml.
2
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b.- Cuando todas las cajas contienen un total de menos de

30 colonias.

Si hay menos de 30 colonias en todas las cajas, registre-
el nimero de colonias en la caja que se haya sembrado la menor

dilucién y reporte el recuento de la siguiente manera.

Recuento de la caja. = 22 _ 220.

Dilucibn de la caja. 0.1
Reportar el recuento como:

Célculo del SPC/ml = 220/ml.

ce— S{ un ml de la mumestra produce un recuento total menor gque

30 colonias, se reporta igual gue en la parte b.

d.- Cajas en las que no hubo crecimiento.

S5i en todas las cajas de todas las diluciomes se observa-
que no hay crecimiento de colonias, el recuento se reporta co-
mo menor que uno, &sto se hace en la caja que tenga la dilu -

cién més baja.

-



Por ejemplo,si 0.1, 0.01 y 0.001 ml de muestra se some-
tieron a prueba y no hay desarrollo de colonias, se puede -
usar la dilucién menor de 6.1 para los chlculos y reportar -
como menor gque,en .la forma siguiente:

1 1
dilucidén de prueba. 0.1

=

= menor que 10.
Reporte el recuento: Recuento total de bacterias ( SPC)
mayor que 10 ml.

e.- Recuento en las cajas gué presentan un desarrollo de més-

de 300 colonias.

Cuando el recuento total de la caja donde se sembrd la -
dilucidén més alta, es mayor de 300 col, el recuento se multi-
plica por el valor de la dilucién que se usd en esa caja y se

reporta como mayor que (SPC/ml), Por ejem, si en el duplicado

de las diluciones de 1.0 , 0.1 y 0.0l ml de muestra, hay un

recuento promedio que es mayor de 500 col y menor que 340,

se usa la dilucidn menor, para gque cuando se trate de hacer

los cllculos ésta sea utilizada y se haga el repcrte en la -
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“" en la forma siguiente:

Recuento de la caja.

20, . 34,000 por lo tanto:

Dilucibén de la muestra. 0.01

el SPC es mayor que 34000/ml.

f.- Recuento en las ocajas que hay incontables colonias por ca

Ja.

La divisibn cuadriculada que tiene el cuenta colonias

puede servir de ayuda para el recuento, cuando se presentan a:]

cajas con un nfimero muy grande de colonias.

Cuando en el recuento hay menos de 10 colonias por cn?

se cuentan las colonias existentes en 13 cunadros, teniemdo -

asj’ una distribucibn representativa de las colonias. Se se

leccionan 7 cuadros horizontales que se encuentren en forma
consecutiva y 6 cuadras verticales tambien an la misma forma
para ®1 recuento.

Se suman las colonias que se contaron en los 13 cusdros

y se multiplican por 5 para dar el valor calculado del nfimero
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de colonias por caja ( éste valor es para las cajas Petri de

vidrio, que tienen un frea total de 65 cm2), y para las ca —_
jas de plastico se multiplica por 4.32( que tienen un Area -
total de 57 cma). Cuando hay mls de 10 colonias por cm? se -
cuenta un promedio de cuatro cuadros representativos por cm2
v se multiplica por el nimero de cmz de la caja, para obtener
el valor del nfimero de colonias por caja, luego de hacer &sta
operacibn se multiplica por el reciprocc de la dilueibn, co-
nociendo asi{ el wvalor del célculo/ml.

Cuando se encuentran cajas con mis de 100 colonias por-
cmz, los resultados se reportan como: SPC mayor que 6500, en

el frasco de la dilucidn mayor.

g.- Cuando se encuentran cajas con colonias demasiado exten-

didas .
En &ste caso se reporta:-No hay resultado debido a la -
gran extencién de las colonias en crecimiento-, por lo gue -

las cajas son desechadas, sobre tedo cuando la extencibén al-
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canza un irea mayor que la mitad de la caja.

Cuando se pueden contar las colonias, que se encuentran
en un frea represetativa de la caja, es decir si se propagan
en un Area que sea menor gque la mitad de la cajn se siguen -
las siguientes indicaciones.

a.- Contar las cadenas de colonias como una sols colonia.

b.- Contar cada extencibn de colonias como una sola, &stas -
crecen como una cap& fina entre el agar y la cajm.

c.- Tambien cuando hay crecimiento en la pelicula de agua --
que se forma en el borde de la caja, se cuenta como una colo
niae.

d.- Ajustar el recuento para todas las cajas y reportar como:
Chlculo del SPC/ml.

h.- Registro de los datos.

Se debe mencionar como informacién adicional, algunos de

talles que hayan ocurrido en el transcurso de 1z ejecucibn de




la prueba, comoc por ejemplo,diluciones incorrectas, confu -
sibn de cajas, rupturas, contaminacién del equipo que se -
utilizé, - el material, medioc ambiente, errores en la me
dicibén, contaminacibén de las cajas de control, todo &sto se
debe de reportar como accidente de laboratorio.

i.- Reporte de los resultados.

Reportar el recuento y el registro de los chAlculos del

SPC como: "Colonias /ml vy no por 100 ml.

El valor del SPC puede redondearse como se indica en =
las figuras significativas ( S.F.), obtenidas del siguiente
prosedimiento.

l.- S.F. para un recuento real de 0-9 colonias nor caja.
2.- S.F. - " " " 10-99 " .. " "
3.- S.F. = - = 100-300 " B “

je— Precisién y exactitud.

Prescott et al (7) reporta la desviacién estandard del



recuento individual de 30 a 300 esolonias con una varia -

cibén de 0-30%. En las cajas “hay un error del 10%, para-
los recuentos de 100-300 colonias.

En las diluciones tambien tenemos cierto porcentaje
de error y aproximadamente se considera que &ste es de -
un 3%, en cada dilucibn y lo que al sumarlo aumenta el -
porcentaje. Se puede esperar una gran variacidén de acuer-
do a la elevada cantidad de bacterias en las muestras de-
agua residual, por lo que se tienen que hacer varias dilu
ciones.

El personal del laboratério debe tener varios dupli-
cados del anflisis, para tener dos rangos de errorcompara
tivo, es decir cajas con un error del 5% y otras con el =
10%, si el analista que realiza el recuento no estl de -
acuerdo con el valor obtenido, puede repetir el recuento-
e inclusive el procedimiento,para evitar un mayor porcen-

taje de error.
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Método para coliformes totales. (NMP).

En ésta seccibn se desarrollan varias técnicas para el
recuento de las bacterias coliformes totales, que se encuen
tran en el agua de consumo y en el agua residual. El método
que se elija va a depender de las caracteristicas de la .-
muestra de agua. Aqui la técnica que mis se va a mencionar-
es la del(NMP) Nimero Mas Probable, debido a que las otras-
requieren de material con el cual no se cuenta.

La seccibn se divide como sigue:
l.-Definicién del grupo coliforme.
2.- Método del Numero Mas Probable. (IMP).
3.- Diferenciacién del grupo coliforme por las pruebas Bio-

quimicas.



l.~ Definicibn del grupo coliforme.

Las coliformes, 6§ el grupo de coliformes totales, in
cluye a todos los microorganismos aerébicos y anaerbBicos
facultativos Gram negativo, &stos microorganismos no for-
man esporas y fermentan la lactosa, tienen forma de barra
( bacflos), la fermentacibén de la lactosa sudede en un -
peribdo de incubacibn de 24-48 Hrs a una temperatura de -
37°c.

La definicién tambien incluye a los gérmenes del gé-
nero de: Escherichia coli, Citrobacter, Enterobacter, -
Klebsiella, etc.

Aplicacibn.

La prueba de las coliformes totales puede ser usada
para el anflisis de cualquier tipo de agua 6 de agua res i
sidual, pero ésta prueba ha tenido un mayor desarrollo y

ha incrementado su emplec maAs especificamente como indi-
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cador de la contaminacién.

Por lo tanto la prueba de las coliformes totales pue
de ser usada y queda como indicador para la calidad bacte
riolégica del agua potable, de los sistemas de distribu -
cién y los abastecedores piblicos, por lo que la amplia -
medicién de la contaminacibén se decide por las pruebas a-
éstas aguas.

Utilmamente é&stas pruebas tambien se estén utilizane -
do en el monitoreo del agua de mar.

Aungue la mayorfa de las muestras de agua pueden -~
ser analizadas por varias técnicas para el recuento del-
niimero de coliformes totales, en algunos métodos, por .=
ejemplo, en el(FM), muchas de las coliformes pueden -
perderse, debido al alto contenido de microorganismos -
que contenga la muestra, por lo que 6ste procedimiento-

es menos utilizado. Por ésto y por algunas otras cau-



sas, el método del NMP, en nfimerosas ocasiones es utili;ado
més frecuentemente, sobre todo cuando el contenido de séli-
dos & de sustancias téxicas que contienen las aguas de dese
chos industriales, es abundante.

El método del (FM) .por incubacién retardada, es utili-
zada en inspecciones § monitoreos, que son situaciones de -
emergencia, cusndo el m&todo del NMP no se puede llevar a -
cabo, debido al lugar donde se va a tomar la muestra, § -
por que el tiempo y la temperatura limite ya no permite el-
almacenamiento de las muestras.

El resultado consiste en obtener, con éste método, la=-
informacifn de las fuentes de contaminacién de las @iferen-
tes muestras que se procesan(l,2), la aplicacién de éste mé
todo para una fuente de agua especifica, se obtiene de estu

dios preliminares por cémparacibn del Filtro de Membrana.
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BECCION III- B.

METODO PARA COLIFORMES TOTALES.

Por el Nfimero Mis Probable. (NMP).



Prueba Presuntiva.

Ver la figura III-B-2. e iniciar con la prueba pre -
suntiva, colocar en hilera 5 tubos de fermentacién que con
tengan Caldo Lauril y colocarlos en &sta forma en las gras.
dillas. Seleccionar los vollmenes de la muestra y etique -
tar cada blanco de los tubos para identificar las diferen
tes muestras y vollmenes inoculados.

a.- Para el agua potable se utilizan 5 porciones de 10 ml
cada una, & 5 porciones de 100 ml cada una.

b.- Para las aguas relativamente contaminadas, los volime=.
nes de agua se colocan en hilera de 5 en 5, que van de 100
10,1,0, 0.1 y 0.01 ml. respectivamente, los volimenes pos-
teriores se distribuyen como se hace con la muestra origi-

nal.

c.- Para conocer el grado de contaminacibn inicial de la-

muestra original distribuida en las diluciones de los 5 -




En éste paso se toma el inbculo de los tubos de la-
prueba presuntiva positiva y se pasan a tubos que conten~::.
gan Caldo 'TLactosa Bilis Verde brillante (BBGL), gque con
tiene agentee selectivos e inhibitorios que suprimen a -
todos los microorganismos que no sean coliformes, la pro
duccibn de gas despfies del peribdo de incubacibén de 24—

48 hrs a una temperatura de 37”0, que constituye una prue
ba confirmatoria positiva y en &ste punto termina la se-
gunda parte del NMP.

La prueba complementaria se inicia con el estriado-

de la prueba positiva de BBGL en cajas que contengan

EMB e incubar las cajas por un peribdo de 24 Hrs a una

temperatuta de 37°C. Las colonias tipicas y las que no

lo son, se pasan a tubos de fermentacidn que contengan
Caldo Lauril y agar nutritivo en tubo inclinado, la for-

macibébn de gas en el tubo inclinado y la presencia de mi-



ceroorganismos gram-negativos( en forma de barra),constitu

yen un complememto positivo de la prueba de las coliformes.

El NMP por 100 ml es calculado segQn el NMP de la ta-
bla, la que tiene su fyndamento en los resultados de la -
prueba confirmatoria completa.

Aplicacibn. Ventajas.

En el procedimiento del NMP, se utiliza el método del
tubo de dilucién, gque tiene mayor sencibilidad a la toxici
dad y soporta mejor el crecimiento de los microorganismos-
del medio ambiente. El método puede aplicarse para detec &
tar coliformes totales, en aguas'desinfectadas con cloro,-
efluentes primarios y algunos otros tipos de agua.

El procedimiento del tubo multiple es tambien utiliza
do para los cascs en que las muestras por examinar, sean -

turbias, contengan los sedimentos & basura del agua de de-

secho, por que las particulas visibles no interfieren en -

la pruebs.




Limitaciones.

Es cierto que las bacterias que no son de la familia

coliforme, pueden inhibir & suprimir a las bacterias coli

formes & actuar en una forma sinérgica en la fermentacibn

del Caldo Lauril y producir resultados falsos positivos,

que pueden ocurrir tambiem- en los tubos de BBGL, cuando- -

se snalizan las aguas de los afluentes primarios, de las

!

aguas que han sido desinfectadas con cloro, especialmente
cuando las aguas de la lluvia se han mezclado con las aguas
residuales.(3).

Los resultados falsos negativos, pueden ocurrir cuando

el agua contiene nitritos(u). Los resultados falsos positi-

vos son mhs comines en los sedimentos.




2.~ Método del Némero M&s Probable. (NMP).

Sumario.

Este método detecta y calcula el nlimero de las colifor
mes totales en la muestra de agua, por las técnicas de la -
multiple fermentacibn en tubo.

Este método se lleva a cabo en tres etapas, la primera
es la prueba presuntiva, la segunda la prueba confirmatoria
y la tercera y dltima la prueba complementaria.

En la prueba presuntiva se utiliza una serie de tubos-
de fermentacibn, que céntengan Caldo Lauril, los cuales se-
inoculan con una dilucibén decimal de la muestra de agua.

La formacibn de gas, despfies de un periédo de incuba -
cibn de 48 Hrs a una temper:tura de 37°C, constituye una -
prueba presuntiva positiva, para el n@mero de coliformes -
totales. 5in embargo,elNMP se tiene que llevar a cabo atra-
vez de la prueba confirmatoria, para aue los rasultados sean

vhlidos.




frascos que se colocaron por duplicado en cada hilera.

Lsta serie de diluciones nos proporciona los resﬁlta -
dos del grado de contaminacibén inicial, que va desde menos-
de 200 hasta més de 16 000 000 /100 ml de muestra.

d.- Agitar la muestra asi como cada dilucibn, vigorosamente

25 veces por minuto, inocular cada unc de los 5 tubos de la

hilera, con su respectivo duplicado en forma creciente de -

acuerdo a la dilucibn y luego incubar a 3700.

e.- Desplies del peribdeé de incubacibn de 24 & 2 v, agitar agé
vemente los tubos en las gradillas y examinarlos para ver &

8i hubo crecimiento & produccién de gas . En ninglin momento

éste elemento constituye una prueba positiva y si no se obe
observa, se vuelve a incubar por otras 24 horas, examinando
nuevamente al término de &ste tiempo.

Los tubos que se sospeche que sean positivos, tienen -

que someterse a la prueba confirmatoria, los fesultados se-




liformes de origen feczl),con los orginismos que han creci-
do en los tubos de lc prueba presuntiva y al mismo tiempo -

inocular los medios para la prueba confirmatoria.
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registran en las pruebas de la boratorio.

f.- 5i el laboratorio usa el método del NMP, para el anf-
lisis de las aguas de suministro, se dice que se ha encon
trado tubos que tienen un gran crecimiento, pero gque no -
tienen produccibén de gas, los tubos que se reporten como-
negativos, pueden ser sometidos a la prueba confirmatoria
para checar la disminucibn de coliformes.

g.- Si los tubos de las pruebas positivas no presentan -
produccién de gas despfies de un peribédo de incubacibn de-
48 Hrsi 3, &stos se descartan y se reportan los resulta s

dos como:_Prueba Presuntiva Negativa.y los tubos que es -

tén sospechosos en &sta prueba se someten a la prueba con
firmatoria.

h.- La prueba para las coliformes totales se corre como-
en la parte III-C, el analista puede inocular el medio -

de(EC), ( es un medio para diferenciar microorganismos co
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Prueba Confirmatoria.

( Ver 1a figura III-B-2).
2.~ Agitar cuidedosamente cadz tubo positivo de la prueba-
presuntiva y con un asa esterii de 3 mm de dfametro & con-
un nplicador de maders, pasar 2 tubos que contengan BBGL,-
agitar cuidadosamente los tubos para mezclar el inédeculo -
con el medio y despues incubar a 371°C.
b.-Despdes del periddo de incubacién que es de 24 Hrs : 2-
examinar los tubos para ver si vpresentanm nroduccién de gos.
Si no hay produccidén de gas en los tubos ( preubs neg
tiva), reincubar los tubos por otre peri6do de 24 Hrs. Re -
gistrar los tubos gue preeenten gas positivo y gns neglt;ivo.
Guarde los tubos positivos para someterlos & la prue -
va confirmatoria, biwm puede ser para checarlos en control-
de calidad é pars checar los tubcs jue presenten reacciones
dudosas.
c.—- Despies de 48 hrs, volver a examinar los tubos de las -
pruebas confirmstoriss, registrar los tubos vositivos y ne-
mtivos y guordar los positivos para 12 pruebs complementa-
rin come en el inciso de ~rrib=. (b).

d.— Como rutinz disris en el =ndlisis del 2pgus nue se efec~-
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tia, al mismo tiempo se puede determinar el tipo de microo-
ganismos, cuando la prueba confirmatoria alcanza un 5% de-
positividad, ésto se puede llevar a cabo con un minimo de -
muestras de la prueba confirmatorias, las que se llevan has-
ta 1o prueba complementeria.

e.- Para certificar que el suministro de agia estd llegendo
en condiciones bioldgicas aéecuadas, el laboratorio checars
por lo menos cada éres meses el agua, & llevard hasta la -
prueba complementaria el 10% de las muestras de la pruepa -

confirmatoria positiva en el andlisis del NMP.

Ay



Forma de Estriar la muestra en la super-

ficie de los agares y placas de gelatina.

ISOLATION AND ENUMERATION
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Prueba €Complementaria.

Ver la figusr III-B-2, los tubos de la prueba confirmatoria
positiva, pueden someterse a la prueba complementaria, atra
véz de 1lan identificacién con las pruebas Bioguimicas y - =~
pruebas de cultivo que se llevan a cabo en la forma siguien
te:
2.- Estriar una & mds cajas con 2gar de Eosina Azul de Me-
tileno(EMB), con cada uno de los tubos aue resultsron posi-
tivos en le nrueba del BBGL. Incubar lascajas a 37°C, por =
un periddo de 24 Hrs.
b.- Desnies del peridédo de incubzcidn, vesar una 6 varias -
colonias tinicas ( ndevlesdss y con & sin brillo metdlico),-
a un tubo de fermentacidén aue contengn Caldo Leuril y otras
con agrr nutritivo, tambien se nuede utilizar el método del
Pour Piate ( Vzcindo en c=3~), nero en tubos inclinados, -
estos se incuban vor un tiemmno de 24 = 48 Hrs a 37°C.

Si no hay colonias tivie~s, seleccionar coloniazs 2ti-
niens, nor lo menos dos de ellas, e inocule en los tubos -
de fermentncidn aue contienen el emrldo louril (CT) e incu-

brlos ( seleccione eoleni~s mucoides y sin micleo),
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c.-La formscién de gas en los tubos de fermentacién y la
presencia de microorganismos Gram negativos, en ningin -
momento indican una prueba positiva complementaria para-

las coliformes totales .
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Muestra.

Caldo fauril +Tptosa.
37 C.
< /
=
[ )
& vag.+a las 24 Hrs, gas - a las 24 hrs/
7
=
; reincubar 24 hrs.
=]
=
A4 gas + a las gas - a las
/ 48 hrs. 48 hrs.
b Yaldo Lactosa Bilis verde brillante.
I 2
/ a 37 C.
- gas + a las 24 frs. gas - a las 24 hr.
o
O
=
g
a o
H
% reincubar por 24 hrs.
o
-
m
€3}
B
oY gas + gas =
. Agar de Tosina gfﬁ; de metileno. (EMB),
<

24 hrs a 37 C.

]

v iant

agar nutritivo inclinado. Caldo Lauril en tubo
24 hrs a 37 C 24 a 48 hrs a 37 C\‘
i/ \\l gas + gas |
Gram + Gram-(no forma esporas).
(forma esporas).
prueba neg. coliformes presentes. col presentes. prueba n



CONSTDERACIONES ESPECIALES PARA EL AGUA
POTABLE.

Cantidad de Mﬁestra.

Para el #ndlisie de las muestras de agua potable, la
cantidad de éstos,puede ser de 5 tomes de 10 a 100 ml co-
mo se indica en la parte (Coliformes fecales) CFR 40 y -
141 (5).

Confirmacidn.

Si el laboratorio utiliza la prueba del NMP, en el and
ligis de las redes de distribucidén de =zgeuns, frecuentemente-
se van a encontrar con tubos que presentan crecimiento, pe-
ro cue no tienen produccidén de ges, éstos tubos aue se re -
portan como negativos, deben ser sometidosia la prueba con-
firmatoria, para checar el por que de la disminucién de las
coliformes totales.

Prueba comnlementeris.

De las muesfras d; agua aue son llev=dns 21 l=bor~torio
se dice aue un 10% de éstas musstras por lo menos deben de-—
ser sometidss a la prueba complementaria minimo cada tres -
~eses, asi como los cultivos cue lo requierzn, pero no los-

cultivos nque vresenten Gram nositivo.
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| Cdleulos.

Los resultados de las pruebas confifmatorias, pueden -
obtenerse de la tzbla paré el NMP, el cual tiene su funda -
mento, en el nimero de tubos positivos en cade dilucién (ver
la figura de la tabla de la parte II-C-4.9 para los cdlcu =
los, los resultados y los detalles del NMP).

Ta tabla II-C-4. Ilustra el NMP y el 95 % de los limi-

tes confizbles de las combinsciones de los resultados posi-

tivos y negativos de 5 norciones de 10, 5 de 1.0 y 5 de 0.1
mililitros de muestra, son sometidos a las pruebas antes -
mencionadas. |

la tebla II-C-5 muestra los indices y los lfmites para
el NMP, para los 5 tubos de prueba y las muestras indivi. -
du=les de agua potable aue son anelizadas en el laborato -

rio.

Cuzndo l2 serie de diluciones decimales son diferentes

a las oue se dan en 12 tabla, se selecciona el valor del -

NMP de la tezbla II-C-4 asi como los cdlculos que se pue -

dan obtenerse medisnte la férmula que se dd a continuacién:
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MP (de la ysbla). x 10

=NMP/100m1
msyor vol(imen de prueba.

Reporte de resultados.

Reporte el valor del NMP por 100 ml de muestra, ver

el ejemplo de la figura III-D<2 y III-D-3.

Precisibn y exactitud.

La precisibén del NMP incrementa su exactitud con el -
aumento del n@imero de duplicados que se hagan de la prueba,
se recomienda 5 tubos de las 5 diluciones del NMP, tanto-
para el agua residual, como para el agua natural, pero pa-
ra el agua potable, solamente 8e requiere de 5 tubos, -
cuando son volfimenes individuales.

Diferenciacién de los grupos coliformes por medio de las -

pruebas Bioquimicas adicionales.

Sumario. La diferencia de los nombfes del grupo coliforme-
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¥y sus esnecies en genersl, se basa en laspruebas Biooufmi
¢ns adicionales y les pruebss de cultivo ( ver la prueba-

ITT-B-1), éstas nruebas recuieren de vprocedimientos espe-

cificos, mars nue sus resultados sean vdlidos.

68—



Métodos Para Coliformes Fecales.

Los métodos del Filtro de Membrana directo(FM), la =
incubacidén retardada(MF), la multiplicacidén en tubo, el NMP
asi como otros, etc, son procedimientos que pueden ser uti-
lizados para el recuento o la determinacién del grupo de -
las coliformes fecezles, en el 2guas y en las aguas residus -
les. Una descripcidn general de las técnicas de laboratorio

para éste grupo de microorgmnismos,se dan en la parte II-C.

El método se vd a elegir dependiendo de las caracteris
ticas de la muestra.

La seccidén se divide como sigue:
1.- Definicién del grupo de las Coliformes Fecales.

2.- Nimero ¥as Probable (NMP).
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Metodos Ansliticos:Parte III- Seccidn C

Métodos para Coliformes Fecales.




1.- Definicidn del grupo Coliforme.

El grupo coliformes fecales, es una parte del grupo de
las enterobacteréaceas. Este grupo se define como un grupo-
Gram negativo, no esporulsdoc y sue 21 descomponerse & al -

reaccionar con un medio carbohidrstado, fermenta la lactosa

en un veridédo de 24 hrs a uns temneratura de 44.500, ademds

que vresents produccidn de grs en los tubos de fermentacidn,

otra de sus caracteristicas es la produccién de acidéz, dan

do colonizas de color azul en el método del (FM).

Les esnecies mfgs comunes del srupo de las coliformes -

fecales, son las de lz Escherichia coli, cuya presencia in-

diea la contaminseidn del - gu-.

?.- Método del Numero ias Probable. (NMP)

Sumario: Para los gultives vositivos de Caldo Leuril (CL)-
( en forma semejante a la oruebs nresuntivo del método del

NMP de 1= o=rte III-B),se inocula un noco de crecimiento —
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de los tubos que resultaron positivos al medio de EC (medio

para coliformes), y se incuba a 37% , por 24 Hrs ( ver la-
figura II-C-2). La formacidén de ges en algunos de los tu —-—
bos de fermentacién, es una reaccién confirmatoria vpositi -

va. El nimero de coliformes fecales se calcula en base 2 1z

tabla del NMP y cue se fundamenta en el nimero de tubos po-
sitivos en el medio de (EC) (8).

Procedimiento.

El procedimiento genersl para el método del NMP se da-
en la parte III-C-2.
8s= Se prepara el medio como el que se utiliza en lz prueba

presuntiva vpara coliformes totales (CL), y el medio de (EC)
se marca claramente cada blenco patrén, para identificar -

los diferentes volumenes inoculados de las muestras.

b.- Inocular el medio de la prueba presuntiva, con una -

cantidad adecuada de la miestra, como se indica en el pro -

Fh-



cedimiento anterior ,(parte III-B ).
C.— Agitar suavemente el tubo inoculsdo con el asa de pla-

tino, para transferir un voco de crecimiento del tubo, de-
la prueba nresuntiva positiva que tenga un tiempo.de 24 --
48 Hrs, sl tubo que contiene el medio vara la prueba con -

firmatoria. Agitar suavemente en la gradilla el tubo jue -
contiene el medio de (ZC), inoculsdo y dejar aque se mezcle
el indculo -88 1o muestra con el medio.
d.- Incubasr el tubo con el medio de 57 por 24 Hrs a 379C.
Los tubos se pueden coloec=r en ls# incubsdora a los -
30 minutos despies de haberlos inoculado. El agua del in-
cubador debe por 1o menos tener unz nrofundidnd hasta don
de sea el nivel del medio de cultivo en los tubos.

e.—L= nresencia de g=s en los tubos de ferment-cidn de 1la

nruebs confirm=tori~s del medio de <, desmies de 24 Hre-




s - .
de ineubacidén, aunaue sea en pocza cantidad, constituye una

prueba confirmatoria positiva parz las coliformes fecales.
Calculos.

a.-Los cdlculos.para el Nimero de coliformes fecales , se-
basan en la2 cantidad de tubos positivos, en los que hubo--
fermentacidn, usando el medio de EC, el velor se saca usan
do la tabla para el NMP.

b.- Los resultados del NMP, se elaboran con tres diluciones
incluyendo la dilucidn meyor y todos los tubos positivos, -
de las siguientes diluciones .( de preferencia las dos si -

guientes), por ejem, si hay 5 tubos de la dilucién de 10 ml,

3 de las de 1.0 ml y cero de las de 0.1 ml, por lo que los-

resultados quedsn codificados de 1» siguiente manera en la-

orueba: 5-3-0. El cdédigo se encuentra localizedo en la ta -
blz I1-C-4 del NMP y se registra NMP/100 ml. Ver la parte -

C-II.4.9. par=a seleccionsar los pasos y el significado de -

l7s diluciones,




Reporte de resultados.

Reportar las coliformes feczles como en el Wétodo del

NMP y se registra el NMP/100 ml de muestra.

Preeision y exactitud.

Ia preeisidn en el recuento del V4P se basa en la ta-
bla del NMP.

VOTA. La precisién del valor del VMP sumentn con el incre-
mento del nimero de duplicados Tue se corran de cada mues-

tra de prueba.
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Figura III C-1
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METODOS ANALITICOS. *
PARTE III.

SECCION D. ESTREPTO-

COCO FECAL.

Algunes de les métedes para determimar el nfimere de Estrep
tocecos fecales em el agua de cemsumo,ssf ceme em las aguas re-
siduales sem: El métede del filtre demembrama (MF), el Nfimere -
Mas Prebable (NMP), y el Peur Plate, sem les precedimiemtes que
se fuedem usar para el recueatc e ideatificaciém de éste tipe -
de microergamismes.

Una descripciém més cempleta de &sta técmica se dé em la -
parte II C . A1 igual que em les demfs precedimiemtos, el Qi -
todo que se selecciome va a depemder de las caracter{sticas de-
la muestra.

La seccidn se divide como sigue:
1.~ Defimicibn del grupe del Lstreptecece fecal.

2.- Métede del Nhmere I&s Prebable.
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3.- Método del Pour Plate.

4.- Identificacibén de las especies de Estreptococo. -

l.- Grupo del Estreptococo fecal. DEFINICTON.

Estreptococo fecal y Lancefields. grupo D del Estrepto
coco. Los términos de"Estreptococo fecal" y "Lancefield's -
grupo D Estreptococo", se pueden usar como sinémimos, cuan
do se usan como indicadores de la contaminacién fecal. Las-
especies contaminantes y sus variantes empleadas son:S, fae
callis, S. faecallis subespecie Liquefaciens, S. faecallis-
subespecie zymogenes, S. facium, S. bovis y S. equinus.

Estos microorganismos son detectados en los anflisis--
sanitarios, mediante la medicién y la metodologia empleada-
para cuantificar los microorganismos, y de ese modo, calcu-
lar el grado de contaminacién del agua basandose en el nfime

ro y tipo de microorganismos que se rencuentren.
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La informacién en general nos indica que existen otros
Estreptococos que pertenecen al grupo Q de los St. Lance -
field's, éstos se encuentran mls frecuentemente en las he -
ces de los humanos que en las de otros animales de sangre -
caliente, por ejem,pocllos,en el que se encuentra el S. avium,
el que es caracteristico en las heces de éstos animales y -
menos frecuente en las heces de los humanos, perros, puercos,
etc. El grupo Q antigénico de éste Estreptococo, se encuenz
tra en la pared eelular de éstes microorganismos Yy enel -
caso de los Estreptococos del grupo D, su antigeno esté lo-
calizado en medio de la pared celular ¥ la membrana del ci--
toplasma, donde se tiene la antigenicidad de &ste tipo de -
Zstreptococo en forma natural, de la especie D.

Este antigeno presente, nos indica una relacién entre-

el grupo D y el grupo Q de los microorganismos.
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El grupo Q del Estreptococo, permite conocer la inci=
dencia de los"Biotipos intermediarios" del grupo Q del Es -
treptococo (1).

Los organismos del grupo Q, se desarrollan en medios e
de cultivo compuestos, que permiten el aislamiento ¥y recuen
to del snterococo. Kenner et al.(2).

Se ha podido comprobar que los 3iotipos de los Entero-
cocos, se encuentran més frecuentemente en las heces de las
aves de corral, cabras, vacas y humanos.

El 40% de los Estreptococos aislados de las heces de-
las aves de corral por Kenner ¥ colaboradores, presentan -
3iotipos de los Znterococos. Es probable, que se describan-
algunos biotipos, como parte del grupn 4 del =strentococo.

s'funas ce &stas especies se nuecen considerar dentro

]

del gruso del Estrectococo fecal,




Definicifn del Estreptococo fecals

El término del EBstreptococo fecal, es utilizado para

describir al Estreptococo como lo indica la calidad sani-

taria del agua de consumo y del agua residual.

en

. Enterococos

El grupo Del S. fecal, se incluye en el grupo @ y -

el grupo D serolbgico.

ESTREPTOCOCO FECAL.

fecal.
fecal subespecie-liquefaciens.
fecal subespecie-zymbgenes.

facium.

bovis.

Al

equinus,

avium,

Grupo D.

Grupo Q.




Estreptococo viridians.

El Estreptococo viridians, principalmente el S saliva-
rium y el S. mitis, no se les considera como parte del Ba =
treptococo fecal, como se menciond anteriormente, ya que -
éstos dos tipos de microorganismos son habitantes normales-
del tracto nasofaringeo. Estas subespecies se encuentran re
portadas en muy pocos trabajos, casi no se detectan en las—
heces y crecen solamente en algunos medios para Estreptoco-
co, por lo tanto, come el némero de éstos microrganismos es
bajo, asi como la frecuencia con que se presentan es poca -
¥ su tiempo de vida media es corto, se considera que por -

éstos motivos se debe excluir de la clasificacibén del Bstrep

tococo fecal.

Aplicaciones.

Los datos del ~streptococo fecal, permite la verifica-

cibén de 1la contaminacibén, por su vresencis en las aguas -




.

de consumo, en las aguas residuales y a la vez nos dé la =
informacibén adicional de la posible origen de la contamina
cibn.

En comivinacibén con la informacibén que nos pueda pro -
porcionar la determinacién de las bacterias coliformes.El-
Estreptococo fecal, es utilizado en las pruebas sanitarias
como suplemento de las coliformes fecales, cuando se re -
quiere de mayor precisibén para detectar las fuentes de con
taminacién, es decir su origen.

La frecuencia del Estreptococo fecal en el agua, indi
ca que existe contaminacién fecal en el agua por los anima
les de sangre caliente. Por el momento no se monoce comp —
se multiplican &stas microorganismos en el medio ambiente.

Otra de las formas de identificar el tipo de (St). -
kstreptococo presente en las muestras, serian las pruebas
Bioquimicas caracteristicas de "Aislamiento e identifica-

cién del Fstreptococo fecal®™ ( ver la figura £IX-D-2), y

-




luego toda la informacidn que resulta se utiliza para tra -
tar de identificar 1la fuente de contaminacién, por ejem, -
S.bowis, S. equinus, son huespedes especificos y se les aso
cia a las heces del hombre y de los animales de sangre ca-
liente. Un alto porcentaje de contaminacibén con éste tipo -
de microorganismos estf& relacionado a las plantas procesado
ras de carne, plantas lecheras, comederos de animales y tie
rras de cultivo, asi como en general con todas las industrias
de alimentos. Esto se ha podido deducir debido al tiempo -
tan corto de supervivencia de los microorganismos fuera del
tracto gastrointestinal, del animal portador, su presencia-
indica la contaminacibém reciente de los animales del campo,
es decir de los animales que pastan, ) § los que son sacri -
ficados en las plantas productoras de carne, donde se traba
ja con con algunos animales que sean portadores ¥y en las -

incustrias lecheras , las cuales mandan sus desperdicios y-




desechos a los desaglies, los que sirven como agua de riego-
para los pastizales, que a su vez sirven de alimento para -
el ganado y en ésta forma se vuelve a iniciar el circulo vi

cioso.
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2.- Método del NMP.

Sumario.

El procedimiento de la fermentacién en tubo, calcula el
niimero de Estreptococeos fecales presentes en la inoculacibn-
de la dilucibn 1:10 de la muestra en el tubo con caldo. Los-
tubos positivos de la prueba presuntiva, se observan en el -
medio de dextroza Acida, por la turbidéz presente, desplies =
de un periddo de incubacibn de 24 a 48 Hrs a 3760, se confir
ma asi ta presencia del Bstreptococo fecal. Iuego se toma un
indculc del caldo de dextroza &cida, se estria en un medio -
de PSE ( equivalente a Esculina Azida Agar), y se reincuba a
37 C, por un peribdo de 24 Hrs (5). La presencia de colonias .
negroparduscas, con halo café castafio, confirma la presencia
del Estreptococo fecal.

El NMP se registra en base a los resultados de la prue

ba confirmatoria y para los resultados se usan las tablas -

del NMP.




Aplicacibn.

Este método puede ser utilizado para la determinacidén 2
del Sstreptococo fecal, en aguas de consume y en aguas resi-
duales, asi como en las heces , una de sus desventajas puede
ser el tiempo de proceso ¥ es menos directo que otros métos
dos. E1 NMP se utiliza para muestras que no pueden ser anali
zadas por la técnica del FM 6 el método del Pour Plte, debi-
do a la turbidéz del agua, el alto numero de bacterias pre -
sentes en la muestra, compuestos metflicos existentes en ella
la presencia de coagulantes, la clorinacién de las redes de-
distribucidn del agua &6 de los canales de desecho, el nime-
ro de muestras asi{ como el volimen que se tenga, ya que la -
técnica tiene ciertas limitaciones.

Procedimiento.
El procedimiento del método del HMF, se d& con detalles

en la parte II-C-4.
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a.- Se prepara el medio para la prueba presuntiva ( caldo dex
trosa &cida), y la prueba confirmatoria en caja con PSE. (ver
la parte II-B-5.4.2. ¥y S5.4.4. respectivamente).

b.- Marcar los tubos,para poder identificar las muestras y la
cantidad de ella que se colocd en cada tubo, es decir de cada
dilucibn.

C.— Agitar vigorsamente la muestra 25 veces por minuto.

d.- Inocular la muestra en los tubos de caldo dextroza fciday
para la prueba presuntiva. El nimeroc de Estreptococos fecales
que se encuentran presentes en la muestra de las aguas munici
pales contaminadas, es generalmente bajo & por lo menos mhs -
bajo, que el niimero de coliformes presentes en 1a muestra. -
por lo que generalmente se utilizan grandes cantidades de 1-
muestra, para la inoculacibén del NMP y se usan voliimenes més
pequenios para la prueba de coliformes. Por ejemplo si el vold

men de muestra de I.0, 0.1, 0.01 y 0.001 ml son utilizados p=z
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ra las pruebas de coliformes, por el contrario para las prue
bas de gstreptococo se utiliza una serie de 10,1.0| 0.1 y 0.0!
M nm] de muestra para:la inoculaciébn.

Usando el medio sblido, se utilizan 10 ml para inocu -
lar los tubos con un ml de muestra y en otros tubos se siem
bra con 1 ml & menos en caldo .

En muestras de agua que provienen de las plantas proce-

sadoras de carne, de las fébricas de comida y de las aguas -
negras, se observa una mayor cantidad de Estreptococo fecal-
que de coliformes fecales.
d.- Checar la gradilla de los cultivos inoculados, mezclar -
los perfectamente e incubarlos a 37°C por un peribdo de 48 -
Hrs, examinar la turbidéz de los tubos despiies de 24 Hrs y -
luego a las 48 “rs,

e.- Leer cada tubo para ver si no presentd turbidéz.




Una prueba presuntiva positiva, presenta turbidéz en el
medio, puede sedimentar en el fondo del cultivo del mbo &§ <
bien se pueden presentar las dos situaciones.

f.- Para confirmar la prueba presuntiva positiva, se estria-
una pequenia cantidad de muestra del tubo en cajas que conten
gan PSE. Se debe de checar la etiqueta del tubo de dextrosa -
fctda con la de la caja donde se sembrd.
h.- Incubar la caja sembrada . Una prueba positiva evidente-
es la presencia de colonias negroparduscas con alos café & -
su alrrededor . El nfimero de tubos que resulten positivos-
son utilizados para obtener los chlculos comparandolos con
la tabla del NMP.

Chlculos.
a.-Los calculos para obtener el Nimero de Estreptococos pre
sentes en la muestfa, se fundamenta en base al nfimero de -

pruebas positivas que se tenga en las cajas de PS5SE, usando




la tabla de NMP., II-C-l.

b.- El resultado del NMP, es elaborado en base a tres pruebas
de dilucibn confirmatorias, por ejem, si el resultado de la -
prueba confirmatoria positiva se obtiene de una porcién de 5

a 10 ml, 3 porciones de 1 ml y 9 porciones de 0.1 ml, la ta-

bulacibén de los resultades de la prueba es de 5-3-0, los re-

gistros se d&n en la tabla II-C-4, para los detalles del NMP

y el NMP/ml.

Precisibn v exactitud.

La preeisidén del NMP aumenta con la cantidad de dupli -
cados que se corran por cada prueba, se mcomiendan 5 tubos -

por cada dilucibn.
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Método del Pour Plate.

Sumario .

Pequefias alfcuotas de la muestra original & de la mues~
tra diluida, se toma y se distribuye en el interior de la ca
Ja Petri y luego se le agrega el agar de PSE & un equivalen
te( agar esculin -azida) & de agar KF ( agar “streptocbeccico

de Kenner,Clark y Kabler), se mezclan completamente &ste y-
la muestra de agua. El1 Estreptococo fecal en el agar PSE, se
observa aproximadamente de 1 mm de dfametro ¥ de un color -
negro pardusco y con alos cafés. Los microorganismos pueden-
aparecer si es que se encuentran en las muestras de agua, -
desplies de un peribdo de incubacién de 12 a 24 hrs a una tem

o
peratura de 37 C . En el agar KF el Estrentococo se puede

observar de un color rojo 6 rosa desofies de 48 hrs de incu -

0
bacién a 37 C.



Aplicaciones.

a.- El método del Your Plate, se recomienda como alternati-
va para el procedimiento de la técnica del MF, cuando la -
fuente de nuestra muestra, ejem, las aguas residuales, que-
han sido desinfectadas con cloro, & cuando la muestra pre &
senta demasiada turbidéz, en éstos casos se puede utilizar-
la técnica del Pour Plate.

El medio que se ha seleccionado, es el del PSE, &ste -
medio tiene varias ventajas, que son:
l.- Pe requiere solo de 24 Hrs de incubacibn, en compara-
cid de otros medios que requieren de 48 TS
2.- Ademfs las técnicas se pueden utilizar con cualquier =
muestra, aunque ésta esté un poco turbia, debido a la con -
centracién de los microorganismos.

En la técnica del Pour Plate , solamente se pueden a-

nalizar pequefios vollimenes de agua, esto- puede ser una -
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desventaja, ya que el Estreptococo se encuentra en una con
centracibén muy baja, por lo que el anflisis requiere da -
grandes volimenes de muestra y supuestamente la técnica re
quiere de una cantidad precisa de agua. Por consecuencia -
en &stos casos se puede utilizar la técnica del(FM), a me-
nos que la muestra est® demasiado turbia y su filtraciém -
sea prfcticamente imposible.

Procedimiento.

de- Agitar los frascos con la muestra en forma vigorosa, -
por espacio de 25 veces por minuto, para que las bacterias
queden bien distribuidas.

Hay que tomar en cuenta que el frasco en el momento -
de agitarlo debe de estar herméticam nte cerrado, para evi
tar que la muestra se salga & se desparrame.

b.- La dilucidn de la muestra final, se obtiene del recuen
to de la caja que tiene entre 30 y 300 colonias. El nfimero

de colonias entre éste rango, nos c4 el nimero mads exgcto-



de contaminacién bacteriana, ya que ésta en la muestra ori-
ginal, no es conocida de antemano. El rango de dilucibén que
se necesite, puede prepararse en la caja, obteniendo un ran
go determinado y dentro del rango normal de recuento de -

las colonias.

Ce— Se pasan de 0.1 y 1.0 ml de las dilufiones de la mues -

tra a una caja de Petri que tenga divisién en el centro.

2
s con una pi -

d.~ La dilucibn inicial es de 1:100 6§ de 10~
peta de 1 ml se pasa una muestra a un frasco de dilucién .=
que contenga 99 ml de agua destilada y estéril, ( ver la par
te II<C-1-4 preparacibén de la dilucién y la figura II-C-#).‘
e.- Agitar vigorosamente los frascos de la dilucibn 1:100
para distribuir uniformenemente las bacterias y poder seguir
las siguientes diluciones.

f.- Pipetear 0.1 y 1.0 ml de la dilucién 1:100 en una caja-

de Petri, usando una pipeta estéril.,




g.- Para las aguas residuales, las aguas de drenaje, se re-
quiere la preparacién de diluciones adicionales , as{ como-
la elaboracién de una mayor cantidad de agar, para las mues
tras alicuotas.
h.- Prepara un duplicado de las cajas, por cada incremento-
de éstas que se haga ( ver la figura III-A-1), marcarlas -
con el nfimero de muestra, la dilucibn ¥y la fecha, asf como-
alguna otra informacibén adicional necesaria ¥y de importancia.
Ya que se ha colocado la cantidad de muestra en la ca-
Ja,se le agrega el agar Y se distribuye perfectamente, se -
debe recordar que al colocar la dilucibn en la caja Petri -
la pipeta debe estar ligeramente inclinada, casi en forma -
vertical, asi se sostiene la piceta, sin dejar que ésta to-
aue el fondo ¥ que el contenido escurra libremente sor ca-

pilaridac.
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i.- En cada caja se vacfian de 12 a 15 ml de agar a una tem-
peratura de licuefaccién ( 44 a 46 ), rotar la caja perfec
tamente . E1 tiempo entre la dilucién, el vaciado y la mez-
cla, no debe ser mayor de 20 minutos, éstas indicaciones se
dan en la parte II-C-2-6-, para mayor informacibn.

Jj.- Hay que tomar muy en cuenta que el agar solidifica en -
forma muy répida ¥y posiblemente en algunas ocasiones inclu
sive hasta antes de vaciarse, en el fondo del matraz ya se-
tengan algunos grumos, por lo que es muy importante que se-
tome en cuenta la realizacién del proceso en el tiempo an -
tes mencionado. Despfies de ésta etapa, se colocan las cajas-
en posicién invertida y se introducen a la incubadora a una
temperatura de 37°C. por un peribddo de 18 a 24 Hrs, cuando-
se ha utilizado el medio de PSE y cuando se ha usado el de-

KF, se incuban las cajas por un periédo de 48 Hrs.




Ident&ficacibébn, Recuento y Registro de las colonias.

a.- Desplies del peribédo de incubacibn, se seleccionan las
cajas gue tengan un niimero de colonias gue sean entre 30-
¥ 300 de “streptococo fecal. En el agar de PSE, las colo-~
nias de Estreptococo fecal son de color negro & pardusco-
v tienen un diametro de aproximadamente 1 mm de diametro-
presentan un alo café a su alrrededor ( de la colonia’, -
v en cambio en el medio de KF las colonias del EZstreptoco
co se observan de un color rosa & rojo y tienen un dfa-
metro variado.
b.- Se hace el recuento de las colonias ayudandosese con-
el cuenta colonias ( que tiene un amplificador de 10x15)
v ademfs estf cuadriculado,

“ara el reporte del recuento se deben seguir los si-
guientes pasos:

a.- Cuando se tienen cajas con 30 a 300 colonias de &s -

treptococo fecal,




Contar todas las colonias que se presenten en las

cajas ( entre 30 y 300), calcular el promedio aproxima
do de las cajas con la dilucién adecuada, en la forma-

siguiente :

Suma total de las colonias. _ 100 = FS/100 ml.

Suma del volumen de prueba/ml.

b.- Para cajas gue contienen mfs de 300 colonias.

Cuando el recuento de las cajas tiene més de 300 colo
nias, por ejem, mAs de 500 en la dilucién de 1.0 ml, més -
de 500 en la dilucibén 0.1 ml y aproximadamente 340 en la -
0.01 ml, para é&stos casos se utiliza la caja que tenga la-

dilucibn de 0.01 ml.

— 340 %100- 3,400,000/100 ml.
0.01
c.-Para las cajas que tienen mhs de 30 colonias.

Si todas las cajas tienen menos de 30 colonias, recor

dar el nfimero de colonias que se contaron en la caja con -
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menor dilucidén y reportar el recuento como: Recuento del

Estreptococo fecal/#00 ml.

d.- Para cajas sin crecimiemto de colonias.

5i de las cajas que se sembraron ninguna presenta -
crecimiento se supone un recuento de 1 colonia/ml.
l.- Colonia. Se divide 1 en tre el nlimero mayor de la -
muestra filtrada y reportar el valor como menor que. ‘or
ejem, si O.1 ml, 0.0l y 0.001 ml se filtran y no hay re

porte de colonias el recuento es de: =1

0.1
1000 EF/ 100 ml. y reportar el recuento como menor que

10 por 100 ml.

e.-Cuando todas & la mayoria de las cajas presentan un =

gran desarrollo.

Para é&sto se utiliza la c#adricula del ontador, y-

> tener un mejor cllculo, ver la parte II1I-A-5.6.

~-96-

x 100= menor que




Precicibén y exactitud.

Se debe de correr un duplicado de la muestra de agua
para mayor control, ya que se introduce wn cierto porcen-
taje de error, debido a la diferencia de las superficies-
de las muestras, pues aunque se agite y se trate de mez -
clar lo mejor posible, se debe de elimfnar la mayor can -
tidad de error posible.

“rescott: et al (6). reportado en el SPC ( pero tam’
bien aquf tiene su aplicacibn), se muestra la desviacibn-
estandard del récuento individual para 30 y 300 colonias
con una variacibén de & a 20%, En &stos casos las cajas e
contienen un error del 10 %, para las cajas con mayor nfi-
mero de colonias que el rango mencionado, por ejem, hay -
un % un poco més elevado que el mencionado del 10%. E1 -
autor acentlia que fuera del error de la dilucibén que es-

de un 3% en cada etapa, casi no se adiciona otro mayor -
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por que es en éste paso donde se incurre mAs en el error.
Yor &ste motivo es que generalmente se espera una -
gran variacifn en las diferentes diluciones, y tambfen -
por la elevada concentracién de las muestras del agua re-
8idual, por ser varias diluciones.
El personal del labaratorio, debe correyun duplicado

para tener un recuento entre el 5 y 10 % de error.




Determinacidén de Coliformes fecales y Estreptococcus fecale

en Ratios FC/SF.

La relacibn del Estreptococo fecal y las coliformes fe-
cales en cuanto a su nfimero, permite tener informacibén sobr
la potente superficie de contaminacibn, se calctila por indi-
viduo, la contribucién del indice de bacterias de los anima-
les que usan para el cllculo de los Ratios FC/SF (7,8), és -
tos ratios son:

Hombreascessocaaaseedadt ...
PALOwsssunsswaveveDab
DOTTEeEOcsseccsssnsa et
tol)beaswunsovoneanOull
PUETCOcsessncsssnneled
VBCBecssnscsssssssaleld

PEVOsessvenssvessesQal



Para deducir los Ratios de mayor valor, ver la parte 4.l.
en donde nos indican cuzles son los principales derivados de -
la contuminacibn, ocupando el primer lugsr, la basura, los re-—
siduos domésticos ¥y Los desechos del cuerpo del hombre. Los Ra
tioe yue tienen un vaior menor de 0.7 sugieren yue la contami-
nacidn es originude por los desecho: de las ganaderias, los -
criaderos de las aves de corrzl, asf{ como de las nlantas pro -
ductoras de leche y alimentos en general,que en forme conjunta
vierten sus desechos « l0s canuales de desaglle, los cuules lle-
gan o 1los sembradios contaminando los wlimentos del hombre y -
los nastizaies de los animales, formando un circulo vicioso.

Arora bien narc _ue los Rztios e utilicen,tomeremos en -

cu:nta las siguientes nrecaucionec}

e.— El Himero de bacteria: -uece wlterarse dristicaiente, cuan

do el ol de Lz mmestre es nenor de 4.C v mevor ue J.0.
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be- Yebido al 1{mite tan pequeiio de supervivencia y a la po-
ca aapacidad de adaptacidn que tienen algunos de los grupos-
del Estreptococo fecal, se deben de mantener los frmscos de-
muestra, perfectamente bien cerrados, ya que el origen de la
contaminacibén se obtiene confiablemente de los Ratios. Euto—
es muy especifico por la elevada sencibilidad para el S bo -
vis y para el S. equinus.

c.- Tambien se puede decir que son dificiles de utilizae los
Ratios en forma efectiva, sobre todo cuando no se conoce el
origen de la contaminacibn.

d.- Las aguas del Mar, bahias, estuarios y aguas que son uti
lizadas para irrigacién, FC/SF Ratios, pueden estar en el 1{-
mite del valor, debido a que es mayor la contaminacién y por

lo tanto la fuente de ésta.

e.- Si el recuento del Estreptococo fecal es menor que 100/1

ml los Ratios no se deben de aplicar,
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Identificacibn de las especies del Estreptococo fecal.

Aunque el ﬁstreptococo fecal ha sido mencionado y dese
crito en secciones anteriores, se ha podido comprobar su -
presencia eon las pruebas Bioquimicas, en la parte III-D-3.

Para la identificacibn del Estreptococo, hay que tener
en cuenta el tiempo, sobre todo para determinar su especid.

La verificacién adicional de las fuentes de contamina-
cién de humanos y animales, as{ como la determinacién aisla<
da, es muy importante para el significado de las reglas sa -
nitarias. Para la correcta identificacién de especies, se -
utilizan las pruebas Bioquimicas adicionales, realizando tam
bien una descripcibn y confirmacibén del grupo Q del Estrep-
tococo y los grupos del S. bovis y del S. equinus, del Ente-

rococos puede separase como S facium y S. faecallis, con su-

variedad dentro del grupo, &sto es en base al tipo de la -

fuente de contaminacién.
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Aplicaciones.

Lae pruebas Biogquimicas inicisles confirmatorias que -
pueden identificar a las colonias aisladas del Estreptococo
fecal, con el grupo Q del St, y el Enterococo, pueden ayudal
para la separacién de las especies de S. bovis y de S. equi-
nus, debido a la observacién del crecimiento positivo en al-
gunos medios y & una temperatura de 10%a 45‘0, lo que se pue
de verificar por la existencia de microorganismos en NaCl al
6.5 % y & un pH de 9.6, en €stos casos el Enterococo puede -
separarse del grupo Q del Estreptococo, mediante lae pruebas
de reduccién del azul de metileno.

Subsecuentemente el Enterococo pude ser separedo utili-

zando pruebes Bioquimicas adicionales. Por ejemplo, el S. bo
vit y el S. equinus se pueden verificar por la prueba de la-
hidrélisis del almidén y mAs adelante en forms posterior, =
pueden ser separados por la prueba de le fermentacibn de la-

lactosa.

-103~




Estas pruebes requieren de entrenamiento especifico, -
del personal que la lleve a cabo para ¢ue los resultados 7

sean vilidos.

Procecimiento.

Se lleva a cabc en la forma que a continuacién se dd:
Observando les figuras y los esquemas Gue se indican para-—
la identificacién de las eevecies del Estreptococo fecal.
( les figures son: III-D-2 y III-D-4).

Aislemiento y confirmacidén del Estreptococo fecal.( fig -

III-D-2)

a).- Seleccionar las colonias t{picas del Estreptococo =
fecul,de las cajas donde hubo crecimiento y tomar muestra
parc inocular cajas ¥y tubos cue contengun medio de agar -
5HI, ( Infusibn Cerebro Corazbn).

b} .- Leszwfies de inocular, se incuban las cejas 0or un be-—
rijdo de 24 a 48 hrs & 37°C y se toman &lgunas de las co-

lonies i&s carccterfsticas sue se nretente en el ggar ¥y -
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se pasan a un vaso limpio parz agregarle algunas gotas de -
perbdxido de hidrbgeno, el que tiene que ir resvalando por -
las paredes, el perdxido debe estar recien preparado y debe
tener una concentracién del 3%.

Para la prueba del peréxido se puede utilizar un con -
trol negativo de S. faecallis y un control positivo de Esta
filococo.

C.- Si la enzima catalaza se encueﬁtra presente, el perbxido
de hidrégeno se descompone en agua y oxigeno, el que se pue
de observar por la formacibn de burbujas, dandonos una prue
ba positiva, entendiendo que, por lo tanto, no hay especies
de Estreptococos y por consiguiente no es necesario conti -
nuar con la verificacién & verificaciones correspondientes.
d.- 5i la prueba de la catalaza es negativa, una de las for
mas de separar al interococo del grupo Q, de las especies de

5. bovis y S. equinus, es por la incubacién del grupo de -
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prueba & une temperatura de 10°y otro grupo a una temperatu
ra de 45°C.

Separacién del Enterococo del Grupo Q del Estreptococo.

ver fi II-D-2).
a).= Pasar una pequefia cantidad del desarrollo del cultivo-
del tubo del caldo de B.H.I. (7.4.1l.).
b) .- Colocar uno de los tubos en un bario Marfia a una tempe-

ratura de 45C y observar el crecimiento, (una evidencia de

la prueba positiva, es la presencia de turbidez) despues de
dos dfiae.

c).- Colocar el otro tubo en un basic a una temperzatura de -
10°C y observar el crecimiento desriies de 5 dias, si se ob-
serva turbidez tanto en el tubo que se mantuvo a 10°C como-
el que se tenfa a 45° &sto quiere decir cue la muestra pre-
senta un gran nimero de microorgenismos del grupo y.Pero si

solo se observa crecimiento en el tubo que se tenis a 45°c,
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perc no en el que se tenfa a 10% , 8e confirma la presencia
del S. equinus y del S. bovis. ( ver la parte 7.4.7., de es-

te manual, para las especificaciones).

Confirmacién del grupo Entprococo. ( ver la figura III-D-2).

Este grupo se puede verificar, por medio #e la observa-
cibn del crecimiento de microorganismos, en un med;o de clo-
ruro de sodio al 6% ( NaCl), y a un pH de 9.6, en caldo de -
BHI, ®as{ como la prueba de reduccién del azul de metileno en
la leche, indica la verificacién del grupo Q.

Prueba de crecimiento en BHI y NaCl al 6.5 %.

Pasar una gota de cultivo de BHI que tenga un periédo -
de 24 Hrs de incubacibn, a un tubo que contenga BHI mhs NaCl
al 6.5% e incubar a 37°C por un peribdo de 3 a 7 dfas, che-
car si hay crecimiento, la presencia de turbidéz indica una-

prueba positiva.
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Figura I1I-D-1 veri-

ficacifn del procedi
Be toman 10 colonias tipicas
miento para la iden-
aparentemente de Estreptoco- -
tificacién del Estrep
co fecal, aisladas en un me- &
tococo fecal.

dio de agar.

Caldo y agar de Infusibén Ce-
rebro Qorazbn (BHI). e incu-

bar por 24 - 48 hrs a 37 C.

Catalasa negativa. (=).

Crecimiento a 45 C Crecimiento en el medio

con 40% de bilis.

verificacidn del 5t fecal.




NUESTRA,
AN |

Agar PSE ( Col. “negro Agar KF( col. rosa-rojo).

pardusca con alo café).

Figura III-D-2.
Aislamiento e identifica

cién del St fecal, esque
Catalasa neg. i

’///// \\\\h ma general.

Crecimiento a 45 y a 10 C. Creciméénto a 45 C solamente.

Crecimiento en medio con Na@l Hidrblisis del almidén(+).

al 6% y pH dd 9.6 en BHI caldo.

azul de metileno en leche al 0.1% fermentacitn de la lactosa.

producc. de &c¢ido

reduccibn. no hay reduccién. no hay

solamente. asaiidio.

grupo Enterococo. tentativo del grupo Q.

fuentes de conflami-

ver la figura III-D-3 acién ganado y aves.

o

v III-D-4. *

S. bovis y S. equinus.




grupo Enterococg.

\

Separacibn de ‘mterocotos por-
especies, reduction del K2T903
tetrazolium. y la fermentacibn

del D- sorbitol y glicerol.
positivo.

negativo.

hidrbélisis de la fermentacién de la

gelatina. L. arabinosa.
positivo. negativo positivo.
= - B fm = .
3. faecalis sub- hemdli 5. feacium.
especie liquefa- sis
ciens.
positivo. negativo.
5. faecalis sub=especie . faecalis.
zymbgenes.

Separacibn de la-
fuente que provie
ne.( vegetal, in-

sectos y animal),

ver la figura -
III-D-4,

Figura III-D-3 Identifi
cacidn del Estrentococeo
fecal, separacién del -

gruoo cnterococo DOTr eS—

pecies.




Separacién del Enterococo de su fuente

original.( vegetales, insectos y fuentes

animales).

hidrélisis del almidén.

e negativo.
positivo.

preptonizacibn en litmus

milk.,
v
S. faecallis tipico,
negativo. positivo.
su fuente es de ori-
gen vegetal.
Enterococo, provie- S5, faecallis,
ne de un animal de- subespecie 1li-
sangre caliente. quefaciens, su

fuente son los

insectos.

FIGUAR III-D-4 Identificacién del Streptococo fecal.

Separacidén del Interococo, selgin su fuente de origen.



Prueba de crecimiento en caldo de BHI a un pH de 9.6.

Pasar una gota de cultivo de BHI que tenga 24 Hrs, a-
un tubo que contenga BHI ajustando el pH a 9.6, incubar a -
37 C , por un peribdo de 1,2,3ceeee..?7 dias, para ver si -
hay indicios de turbidél? en ésta prueba el crecimiento del
cultivo indica una prueba positiva.

c.- Redugcibébn del Azul de metileno al 1%.

Pasar una gota del cultivo de BHI, que tenga 24 hrs,
en un tubo que contenga leche estéril desnatada, agregando-
le 1% de azul de metileno, si hay reduccibn del azul de me-
tileno, cambia de azul a blanco, indica una prueba positiva,

Separacibén de las especies del grupo Enterococo.( ver la fi-

gura III-D-3).

El Enterococo puede separase dentro de sus especies co
mo se describe en la parte 7.4.5. “os grupos de Enterococos

oueden ser separados, segliin sus especies, con la observa -
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cién de la prueba de Telurito de potasio y de la 2,3,5 tri
fenil cloruro de tetrasolium, as{ como la fermentacién de -
la D-sorbitol y glicerol.
a.- Tomar algunas colonias del BHI, que tenga 24 hrs de cre
cimiento y con ellas estriar una caja de agar que tenga una
concentracibén final de 0.4% de telurito de potasio, incubar
la caja en posicibn invertida a una temperatura de 37°% y-
obedrvar cada caja despfies de un peribdo de incubacidén de -
7 dias.

Las colonias gque reducen el telurito de potasio apare-
cen negras en &ste medio.
b.-Tomar una pequefia cantiiad de las colonias que han creei
do en el medio de BHI y que tenga 24 Hrs, transferirlas a-
una caja que contenga agar glucosa tetrasolium (ATG), la re
duccibn del tetrazolium, se observa despfies de 48 Hrs a -
una temperatura de 37%°C. El1 grado de reduccibn se indica -

como sigue:
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alta reduccidNiccscccscsccscescess (+4 a +3) = rojo.
reduccibén moderadacsecescesessssese { +2 ) = rosa.

palo de rosa.

roduccldn Ab¥ilecsinenvassnnsassne L + 1)

colonias bcas.

L}

Cuando no hay reduccidneceeececeess ( 0 )

Todo &ste porcentaje es sobre las colonias que han cre
cido.
c.- Pasar una pequefia cantidad de las colonias que han cree
cido en medio de agar de BHI que tengan 24 Hrs y colocar -
las en una caja que tenga base para agar plirpure, &sta -
prueba tambien se puede llevar a cabo en tubo, el medio de-
cultivo debe tener A% de D- sorbitol y 1% de glicerol.

Hay que ‘bener mucho cuidado de no picar el agar, ya -
que la siembra se debe de hacer en la superficie del medio-
carbohidratado. Incubgr el medio a,37°C, el cultivo sembra-
do no debe de producir &cido en un peribddos de 4 dfas de -

incubacibn, ya que la produccién de Acido indica una prue -
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ba positiva. Una prueba cuya reaccibn es negativa para el -
D- sorbitol & glicerol, muestra la presencia del S. feacium.

La base para agar que sirve como indicador puede no-
cambiar de color.

d.- Reduccibn del teluro de potasio. ( presenta colonias de

color negro.)

La reduccibén del tetrazolium y el desarrollo de coloni
nias en el agar TTC, ademfs de la fermentacién en el D- sor
bitol y glicerol, indican la presencia del S. faecalis y al
gunas de sus subespecies.

La determinacién del Estreptococo fecium y algunas de=
sus subespecies se efectlia como sigue:

l.- Inocule, por el método de picadura de la gelatina, con-
una pequefia cantidad de crecimiento de un cultivo de agar -
de BHI, que tenga 24 hrs de crecimiento, ya que se ha ino -

culado la gelatina, incubar el cultivo a una temperatura -
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de 37°% por un periddo de 12 a 14 dfas, de acuerdo a la ve-
locidad de crecimiento. Desplies del periddo de incubacién-
se colccan los tubos en bafio de agua fria & en el refrigera
dor, por espacio de 15 a 30 minutos, para determinar si afin
no ha solidificado la gelatina. Los controles inoculados -
pueden correrse en forma paralela, especialmente cuando la-
incubacifn ew® prolongada y los periddos pueden cruzarse.

La subespecie del 5. liquefacium, que se menciond an -
teriormente como parte del Estreptococo faecalis, &ste se o
puede determinar mediante la observacibén del medio de siem-
bra, es decir si la gelatina se solidifica, quiere decir -
que se encusrtra presente el S faecalis, pero subespecie -
Zymbgenes y no liquefaciens, la reaccibn que se utiliza -
para llevar a cabo la separacidén de éstas dos subespecies,

es por hemblisis.
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2.~ Las propiedades hemolfticas del Estreptococo fecal, se
determinan por medio del sembrado en Pour Plate.

Se funde la base para agar sangre y cuando ya esté -
frio se le agrega un 10 % de sangre de borrego y =4 mezcla'
las cajas se pueden inocular por estria & por el método de-
Pour Plate y se incuban por espacio de 48 Hrs.

Desplies que ha pasado el peribdo de incubacién, se 1lle
va a cabo la.lectura , para determinar si hubo crecimiento-
¥ se observa la hemblisis alrrededor de las colonias ¥y se-
hace la clasificacién correspondiente.

Todas las cajas de éste sembrado se deben de refrigerar
toda la noche de preferencia,para que en caso de que se pre
sente la reaccibn hemol{tica, ésta se pueda observar ﬁerfeg
tamente/

La hemblisis se clasifica en tres tipos:

Alfa hemblisis. Algunos grupos del Estreptococo rompen(li-
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san),parcialmente a los globulos rojos y reducen parcial
mente la hemoglobina a alfa metahemoglobina,produciendo -
una decoloracién del glébulo rojo, por lo que alrrededor =
de la colonia aparece una zona que percibe claramente ¥ se
ve de color verde-amarillento.
Beta Hemblisis, Las enzimas del Estreptococo fecal, destru
yen totalmente a los globulos rojos, produciendo una zona-
clara de Hlecoloracién amarilla alrrededor de las colonias,
en el medio de agar sangre. El Estreptococo faecallis sub-_
especie zymbgenes, muestra B hemblisis en el agar sangre.
Gamma Hemolisis., Algunas enzfimas del .grupo de Estreptoco-
co que no producen hemblisis, a éste grupo se le conoce -
como Gamma hemol{tico, el Estreptococo faecslis es Alfa -

6 Gamma Hemolitico.

o .



La hemblisis se verifica sobre todo cuando se estén uti
lizando transferencia seriadas de un cultivo en el laborato-
rio, por que en una de las transferencias la hemblisis puede
perderse. Sstas especificacién es muy especial para el S. fa
ecallis subespecie zymbgenes, cuando la B hemblisis no pue-
de llevarse a cabo despfies de la transferencia en merie.

e.- La reaccién negativa del teluro de potasio, el medio de-
tetrazolium y la ausencia de la fermentacién del gliserol y-
D-sorbitol, indican }a presencia del S. faecium.

f.- Colocar una alfcuota de un cultivo que tenga 24 hrs de-

crecimiento en medio de cultibo de BHI y pasarlo a un medio

de cultivo que contenga base para agar plirpura y agregar-

le 1% de L-arabinosa. Tener mucho cuidado de no picar el -

agar y sembrarlo solo en la superficie, incubar el medio -

inoculado a 37 C , éste no debe de producir 4cido en un pe-
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riédo de 4 dias.
51 el S. faecium est! presente, 1. L-.r:binosa, se

fermenta y pnroduce dcida, por lo aue =1 1edio se vuelve-—

wmarilla.

les, insectos y otras fuentes animales).

En contraste con 12 separ=cidn del Enterococo, sue-
se describe en 1la narte 7.4.4., las esnecies del Fntero-
coco se nueden separar de su fuente original de donde se
producen. La pruebs de 1la hidrélisis del almidén nos in-
dieca 1la sepnrncidén de un Enterococo que es original de -
los vegetrles y usando ésta mism= bese, se pueden sepa -
rar las especies nque son de insectos Y otros snim=les.

La vrueba de 12 pentonizacidn de la leche en Litmus
milk, nos d4 1a separseidn de un microorganiamo, origi -

nario de un insecto y su diferenciz con los srunos de -
Eatrentococons de sPngre caliente, ce muestran en la fi -

gurn JII-ND-4,

Pars 1a identificacidn d=) S. de lns vepget-les, ce-

Mt . s
iliza 1a hldréljslr, PArs semnrerlne de 1oz demds es -
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pecies y fuentes de contaminacién. El S. faecallis subespe
cie "liduefaciens y Enterococo que se encuentra en los ani
males de sangre caliente, no se pueden separar por ésta pgue.
ba.

La prueba de la hidrélisis del almidén se puede lle=-
vafrt a cabo satisfactoriamente, agregandole almidén a las-
cajas con agar & bien se puede utilizar almidén en liquido,
utilizando tubos. (9).
8.~ Prueba de la hidréligis del glmidén en caja.

l.- Vaciar un poco de agar a una caja y esperar a que se 80
lidifique, con un lépiz graso se divide el fondo de la caja
en 6 partes,se deja un testigo para cada una de las zonas.
2.- Estriar cada una de las divisibénes, con muestras de BHI
de 24 Hrs de crecimiento e incubar posteriormente a 3?’b -

por 24 Hrs, desplies de la incubacibn,inundar el medio con-

una soluciédn Iodoiodurada( lugol), ver parte II-C-5.3. las
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estrias muestran claramente las zonas hidrolizadas, con la-
la ausencia del color usual. Cuando se muestran zonas negro
azuladas, en el almidén Iodurado, alrrededor de las colo -
nias que han crecido, se considera una prueva positiva.

b.- Prueba en tubo de la hidrdlisis del almidén.

l.- La prueba en tubo tambien se puede llevar a cabo en tu-
bo, usando un medio lfquido en lugar de un agar sblido.

a.-Se inoculan los medios, con el medio lfquido de.almidén
con los microorganismos de prueba y despfies de un periddo-
de incubacibn de 18 hrs a 37°C, se observan los tubos de -
almidén, que utilizan una pequefia diferencia a las pruebas
de almidén en caja y ésta consiste en que el medio lleva «
0.2 ml de cloruro férrico al 2% y 0.2 ml de lugol, agregan

do 5 ml al medio inoculado y 5 ml al medio de control.(8).

El tubo control( prueba negativo, mantiene un color -
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violeta), y la prueba positiva, son los cultivos que hidro
lizan y decoloran el almidén, cambiando el color al medio-
de rojizo hasta violeta fuerte.

c.- Peptonizacibn de la leche.

La peptonizacibén de la leche en litmus milk, es usada
para la separacifén del S. faecallis subespecie liquefa::e..
ciens ( cuando su fuente de donde proviene son los insec -
tos).
1.~ Pasar una gota del cultivo de BHI de 24 Hrs a un tubo-
que contenga litmus milk e incubar el tubo a 37°C y ob -
servar el crecimiento a 10s 1,2,3ccccccecccesss? dias.
2.~ Una prueba de la peptonizacibn positiva, incluye la lir.
cuefaccibébn y el aclaramiento de la leche, apareciendo un-
color pardusco.

La peptonizacibn indica S faecallis subespecie liquefaciens
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El cambio de color sin aclaramiento de la leche 6 li-wm
cuefaccién ( coagulacibn), indica una prueba es negativa y -
se presume la presencia del Enterococo, que proviene de fuen
tes de animales de sangre caliente.

IDENTIFICACION DEL GRUPL Q DEL ESTREPTOCOCO.

La separacién e identificacibn del grupo Q del Str, se-
inicia aislandolo del Enterococo, con los microorganismos de
prueba en BHI + NaCl al 6% y caldo BHI a un pH de 9.6 y un -
crecimiento negativo & la falta de reduccibén del azul de me=
tileno en leche al 1%,ver la figura III-D-2.

Otra de sus caracteristicas del grupo.Q, es la fermenta
cibén de la sorbosa a un pH de 10, y la ausencia de crecimien
to en medio del telurito, asf como la hidrélisis del almidén,
que tambien es negativa, la prueva se realiza de &ste modo:

a.- Inocular un tubo que contenga sorbosa( para fernentarla),

-12-



con una pequefia cantidad de crecimientode un cultivo de BHI
de 24 Hrs de incubacibn. Se debe de tener en cuenta.,de no -
picar el agar, de manera que al inocular, se inclina ligera
mente la caja y en la superficie de &sta se agrega el medio
carbohidratado. Incubar el medio ya inoculado a 37°C, &sta-
prueba no debe de producir &cido en un peribdod de 4 dfas.
La fermentacifén de la sorbosa, se presenta ciando hay-
produccién de &cido, lo que produce el cambio de color del-
medio, que va de pérpura a amarillo.
b.- Pasar una pequefia cantidad de cultivo de BHI a un medio
de sorbosa al 1% ( parte 5.1.8.), ajustando el pH a 10, con
una solucibén estéril al 30% de fosfato de sodio ( ver la -
parte II-B-5.1.8.), incubar el medio inoculado a 37 C por -
un periédo menor de 4 dias, si hay crecimiento, indica una-

prueba positiva.
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c.- Inocular un tubo que contenga BHI mis 0.4% de teluro =
de potasio, con un cultivo que haya crecido en medio de BHI
de 24 hrs, incubar el cultivo a 37°% por un tiempo de 2 a-
14 dias, dependiendo de la velocidad de crecimiento del cul
tivo. Despfies de que ha pasado el peribddo de incubacibn, co
locar el tubo & los tubos, en un bafio de agua frfa 6 en un-
refrigerador por un espacio de 15 a 30 minutos, para deterw
minar si ha solidifcado 6 no la gelatina. Si se tiene que -
usar un control paralelo, se corre, sobre todo sillos perig
dos de incubacién son prolongados.

d.- E1 grupo Q del St, no hidroliza el almidén, la prueba - .
de la hidrélisis del almidén se puede llebar a cabo como se
indica en la parte 7.4.5. a & b.

e.- El1 Estreptococo. avium sp, lo constituyen los organismos
Lancefield's del grupo Q, consecuentemente el grupo @ anti-

suero, permite que se usen las pruebas de precipitaccién, -
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para tener un dato mis para la identificacién de éste gru-.

po, sin embargo, éste antigeno que no sea demostrable en to
dos los filtrados, la identificacidén en éstos casos depende

solamente de las caracteristicas fisiolbgicas.
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Separacién e identificacién del S.bowis. del S. equinus.

a.- S. bovis y 5. equinus, se separar como se hace con el -
Enterococo del grupo Q del Estreptococo y ésto se hace por-
crecimiento a una temperatura de 45‘0, pero no a una tempe
ratura de 10°C ( ver 1la figura III-D-2), 5. bovis y S. equi
nus, pueden ser separados por la prueba de la fermentacibn-
de la lactosa, en la cual el S. bovis produce 4cido ¥ el S.
equinus no. (c).

b.-_Prueba de la Hidrblisis del almidén. Se lleva a cabo co

mo se indica en la parte 7.4.5. a 6 b. La prueba positiva-
de la hidrélisis del almidén confirma la presencia del S. -
bovis ¥ del S. equinus.

c.- La prueba de la fermentacibén de la lactosa.la diferencia

entre 5. bovis v S. equinus por la fermentacién de 1a lacto
sa, pasar una pequefia cantidad de un cultivo en crecimiento

de ZHI de 24 ¥rs, a un cultivo que contenga agar base y a-
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&dste se 1le agrega un indicador de lactosa al 1% ¥ que esté-

en tubo de fermentacién.

Como siemore se recomienda gue cuando se siembre se ha
ga sin picar el agar, solamente sobre 1a superficie del me-
dio carbohidratado. Incubar a 37 C v observar la reaccidn -
desples de 4 dfas de incubacidn . Solamente el S. bovis da-
la reaccidn positiva de la lactosa ¥ el 5. equinus no cam -

bia.



REACTIVOS.

A.- PRUEBA DEL INDOL REACTIVO.

Disolver 5 gr de P-dimetilamino-benzaldhefdo en 75 ml
de alcohol isoamflico ( & amflico normal), ACS graduado y-
agregarle 125 ml de HCl concentrado.

El reactivo se pone de color amarillo ¥ tiene un pH -
de 6.0, si al final el reaetivo es de color oscuro, se tie
ne que desechar. Algunos colores que toman los reactivos -
recien preparados no son satisfactorios & se vuelven insa-
tisfactorios al cabo de unos minutos. El alcohol isoamflico
¥ el benzaldehido son compuestos que se pueden adgquirir en- -
pequefias cantidades, en base a lo que se va a utilizar .

Los reactivos se deben de mantener en frascos de co ——
lor &mbar @ obscuros y con tapén de vidrio, si es que se -

van a 3l nacenar.
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B.- REACTIVO ROJO DE METILO FPARA PRUEBA.

Disolver 0.1 gr de rojo de metilo en 300 ml de alcohol
etilico al 95% y diluirlo con 500 ml de agua destilada.

C.-REACTIVO DE PREUBA VOGES PROSKAUER.

1.- Solucién de Naftol.

Disolver 5 gr de alfa naftol purificado (derretirlo a-
92.5 C 6 un poco més), en 100 ml de alcohol etilico absolu-
to. Esta solucién tiene que estar recfien preparada en el mo
mento de su uso, por lo que en ocasiones se tiene que pre -
parar diariamente.

2.-Solucibn de Hidréxido de potasio.

Disolver 40 gr de hidréxido de potasio (KOH), en 100 -
ml de agua destilada.

de.- RWACTIVO DE PRU=BA D¢ LA OXI1UASA.

l.-Reactivo A. pesar 1 gr de naftol y disolverle en 100 ml-

de etanol al 95 %,
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Pam= RELOSTY 2. eser 1 gy de p-~suiniodimetilznilina FCh

N - -
u(oxalate) y disolver cn 100 ml de agua destilada, pre -

cerarlo con frecucncia y almzcenarlo en el refrigerzdor,
no por mucho tiecpo .
EDNI0S.

1.-Tristofano en czldo, para la demostracida de la pro =:
cuccibn del Indel. ( ver la parte II-B-5.,1.9. ), en la -

prueba del I:zcol.

2.-Caldo MR-VP ( glucosa buffer)papa la demostracifn de—. .

la procduccibn de Zcide en la pructa del rojo de metilo,-

¢zbido a2l cuzbio de color gue =e produce en éste medio y

(=

a produccidn de azceiil =etil csrvinol, gue se cdemuestra

en la prucba ce Voges Prosksuer( ver I1-3-5.1.9.(b).).

2o~ higrr Citrato de Simmon's. Fara la demostracién de -

gue el citrato es utilizado como Gnica fuente de carbo-

ro. ( ver 1a parie 1I-2-5.1.9.(¢) para opreparaclo).
- - - - -




4,- Agar Nutritivo. Coagulado en un tubo ligeramente incli-

nado, para la prueba de la oxidasa. ( ver la parte I1I-B-5.1.
l. para su elaboracibn).

5.- liedio de Descarboxilasa. Con base que contenga lisina,-

HCl, Arginina-HCl u OUrnitina HCL , para la demostracibn de-
la utilizacién de los aminohcidos especificos, ( ver la par
te II-B-5.5.14).

6.- Medio para la prueba de la motilidad. ( Edwards y Ewing),

( ver la parte II-B- 5.1.10. ).

SISTEMAS DE MULTIPRUEBAS.

Tambien se puede realizar toda la serie de pruebas Bio
quimicas utilizando tiras reactivas que se adquieren en el-
comercio con los provedores de v—oductos y reactivos quimi-
cos, algunas de las marcas que se puecen utilizar son: API-
entirica 20( es de productos analiticos INC), Enterotubo( -
Diagndstico Rochel}, Inolex( Livisibén 3iomédicz Inolex de -

Joorporacibn Farmacedtica y .uimica silson), Miniteck(Labo-



ratorios Bioldgicos y Quimicos de Baltimore), Pathotec prue

ba en bandas( de la compaiifa Warner- Lambert).
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PROCEDIMIENTO PARA LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS.

l.-Las pruebas Bioquimicas generalmente se pueden llevar a-

cabo con controles positivos y negativos. ver la parte de -

la tabla IV-A-5.

2.~ Prueba del Indol.

.= Inocular un cultivo puro con 5 ml de triptofano en caldo.
b.- Incubar el cultivo inoculado, a 37ab, por 24 hrs, se de
be de mezclar perfectamente el medio de cultivo y la muestra.
c.- Se agrega de 0.2 a 0.3 ml de reactivo de prueba al cul-
tivo que ya tiene 24 hrs de crecimiento, se agita , para -
mezclar, manteniendo en agitacibén por 10 minutos, observar-
¥ registrar los resultados.

d.- Un color rojo oscurc en el alcohol iscamilico, se puede
presentar una capa en la superficie del cultivo, lo que in-
dica una prueba del indol positiva y por el contrario, si -

el reactivo permanece con su color original, indiea una -
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s=ueba del Tadol negativa.la presencia de i color naranja

indica que hay = .duca ( creciniento) y se reporta como una

reaccion +
3.-rRUZBA DEL ROJO DE METIIO.

a.— Inocular un cultivo puro cecn 10 ml cde glucosa buffer en

b.- Incubar por un periddo de 5 3ias y =zgregarle 5 gotas de
zetilo ( indicador).

c.- Si se observa un color rojo, la prueba es positiva, pe-
ro si por el contrario se distingue un color azarillo, la -
prueba es negative. La prasencia ce un color neranja, indi-

ca un reculizdo dudoso, 1o cue vuede indicar la nezcla de -

dos tipos de microorganiszcs, presentes en la muestra de _-

B, P:UERA D ;
¥=U. = :
Tsta delerzinacila Zetecia Ya niuceifn de =zcetil me-
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til carbing '
arbinel, con la presencia del alfa naftol y e hidréxi

do de potasio, que produce un color rojizo.

a.- A un cultivo puro; agregarle 10 ml de caldo puffer de -
glucosa , 'S ml de sal de peptona glucosada en caldo, 6 uti-
lizar previamente el medio de glucosa con puffer que se€ uti
14z6 para la prueba del rojo de metilo.

b.- Incubar el medio que S€ haya utilizado ¥ Y2 que esté -
inoculado incubarlo pOT 48 tirs a 37 Ce

c.- hgregar 0.6 ml de solucibn de naftol y 0.2 ml de KCE a-
1 ml de cultivo de la sal de peptona gluccsada en caldo -
que tenge 4& hrs de incubacibn, 4ste se separa en tubos 1im
pios, Se agita v,gorosamente por un periédo de 10 segundos—
se dejs merzeler DOT cgtazcnte ¥ FOSEeriormente se deja re-
nosar porT ° £ 4L noras.

4.- Chservar 1oS resultades ¥ registrarlos. 1a presencia de

"

wn color TosS& carmesi, indica una prueba positiva. Tgta prue



ba no se debe leer desples de nba de L horas. Una pmisha ng

gativa, puede darnos un color cobre & un color café muy pé-
lido.

5.- PRUEBA DEL CITRATO.

a.- Inocular uh tubo que tenga citrato de Simmon's, usando-

una pequefia porcidén de cultivo puro, inocular una caja por-

picadira y desplies estriar el medio con mucho cuidado, de -

manera que no se togue & raye los medios nutritivos.

be~ Incubar a 37 C por 48 hrs.

C.- Examinar el tubo inoculado para ver si hay 6 no creci -

miento dél microorganismc que se sembrd, & para ver si no-.
ha produ¢ido cambio de color, si el agar tomé un color azul

prusia y se observa crecimientc en el medio, indica una prue
ba positiva; si no hay cambio de color indica una prueba ne

gativa.
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6.- Prueba del citocromo axidssa. (indofencl.).

La pruecba del citocromo oxidasa, se pusde llevar a cabo
con un producto comercial ya preparado. Este es un Dapel con
franjas, que sirven como indicadores, & un medio de agar en-
tubo inclinedo, &sto se realiza en la forma sicuignte:

a.- Inocular el agar nutritivo, del tubo inclinado e incubar
lo a 37°C , por un periddo de 18 a 24 Hrs. Los cultivos vie-
jos pueden quedarse sin usar.

".- Agrégar des 6 tres gotas de mactivo A y B en el tubo in-
clinado, mezclarlo y leer la reaccidn en dos minutos, ne mé&s.
e~ Una renccidn positiva muy marcada s Se pone de ceolor -&
azul en ci tubo, & en papel indicador, se presenta en 30 -
sagundos. s5i se cheerva uﬁa reaccibén lizera despfies de 2 -

minutes, no se debe de tomar en cuenta.
L]

7.~ Prucha de la cescsrboxilssa(Lisina, Ornitina ¥ Arginina).

2.~ La prueba comnleta de la descarboxilasa, requiere de una
rie de Zutcs de csda uno de los zminofcidos y tubos con-

-133-



trol que no contengan dichos amino&cidos.

b.- Inocular ligeramente cada tubo.

c.- Agregar suficiente aceite estéril a. cada tubo de caldo

( el aceite debe ser mineral), é&sto es para formar una capa

de aproximadamente de 3 a 4 mm de dfemetro en la superficie

¥ cerra el tubo con tapbn de rosca.

de- Incubar de 18 a 24 hrs a 379 y leer,s{ d& una reaccién
negativa se puede reincubar por un peribédo un poco mayor de

4 dias .

e.- La reaccibén positiva produce un color pfirpura, en cambio
la reaccibn negativa es de color amarillo.

Se debe de leer primero el tubo control que no tiene -
aminofcidos , en éstos tubos la reaccibn tiene que estar de
color amarillo, para que sea vAlida.

Los tubos positivos que son de color pfirpura, pueden -

tener turbidéz como evidencia del crecimiento, por que los—
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tubos sin inocular, tambien pueden ser de color pirpura .
51 no hay fermentacién, puede ser que estén presentes
algunas sustancias alcalinas durante la incubacibn.

8.- Prueba de la motilidad.

a.- Inocular por picadura, en el centro del tubo que contie
ne el medio para la prueba de la motilidad, a una profundi-
dad gque no sea mayor que la mitad del tubo.
b.- Incubgr los tubos de 24 a 42 hrs a 3760.
c.~ Examinar los tubos para observar el crecimiento, si son
negativos reincubar en una chmara de agua por més de 5 dias.
d.- 5i lcs microorganismos inoculados no presentan movimien-
to, solo crecimiento a lo largo de la linea de inoculacién,
la prueba de la motilidad es negativa.

Cuando é&sta prueba es positiva, se observa crecimiento
fuera de la linea de inoculaciébn,y. se extierde atravez.del

medio produciendo una apariencia nebulosa u obscura.
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e.- Agregar el 2,3,5 cloruro de trifenil tetrazolium (TTC),
&ste medio nos sirve como auxiliar, para observar mejor la-
motilidad. Los oepganismos que han crecido en el tubo inocu-
lado reducen el TTC, por lo que producen una coloracién ro
ja a lo largo de la linea de crecimiento.

9.- Pruebas Bioguimicas adicionales.

Pueden utilizarse otras pruebas Bioquimicas si se cree
necesario para la identificacidén adicional de bacterias en-
téricas, por ejemplo, la fermentacibébn especifica de carbo-
hidratos, ver la tabla E-5-I1I, para las caracteristicas .=
Biogquimicas de las Enterobacteriaceas.

10.- Sistemas de multiprueba.Estos estén disponibles, con -

tubos de prueba, los que proporcionan diferentes medios de-
cultivo para las distintas pruebas, vienen en unidades de -

plastico y el medio viene deshidratado, discos inpregnados-
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Con medios y papeles con franjas indicadoras inpregnadas de
reactivo.

Algunos de éstos sistemas utilizan diversos cbédices co
mo auxiliares en la identificacibn de las bacterias.

Algunos Investigadores han comparado los sistemas de -
multipruebas con los sitemas convencionales y tradicionales
de las pruebas Bioquimicas y casi todas es lo mismo, aunque
se estfn haciendo estudios mis recientes en, donde se reporta
que se estén aislando un gren nfimero de microorganismos por
&sta pruebas, tanto con las tradicionales, como con los gis

temas de multiprueba.
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EQUIPO Y MATERIAL.




~APARATOS Y MATERTALES.

l.~ Incubador que mantega la temperatura a 37 : 0.5 C, la
temperatura se checa con un termémetro certificado por la -
NBS, & con un equivalente en cuanto a exactitud.

2.- Bafio de agua, que mantenga la temperatura del agar a -
44-46 C

3.~ Contador de colonias, modelo Quebek, Darkfiel, & un equi

valente.
4.- Contador de mano & electrénico( opsional).

5.-Cartucho para pipetas de acero inoxidable, aluminio,etc.

6.~ Cartucho para cajas Petri de " " " " e

7.- Termémetro certificado por la NBS ( National Bureau of-

Standard), o un equivalente en cuanto a exactitud, que ten

ga su carta de calibracibm.

8.~ Un distribuidor bacteriolégico estéril (T.D.), & pipetas
de Mohor, de vidrio, & de pléstico de medidas adecuadas( ver

la parte II-B-1.8.1.).
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9.- Cajas Petri de vidrio 6 de pléstico estériles de 100 x

15 mm.

10.- Frascos de dilucién de vidrio Prrex, marcados hasta un
vollmen de 99 ml, que tengan su tapbn de rosca con su pro.-
teccibn de corcho.

1l.-Mechero de tipo Fischer, Bunsen § una parrilla eléctrica.
12.- Asas para inocular de 3mm de diametro, de cromo & de-
platino, agujas para sembrar, calibradas (26 B & S ) ¥y un -
embase apropiado para colocarlas.

13.- Gradillas para los tubos( que le quepan 50 tubos de 25mm
de diametro.).

14.- Aplicadores estériles, palillos de pléstico.

15.-Tubos de cultivo Pyrex de 150 x 25 mm & de 151 x 20 mm-
que contengan tubitos de fermentacién de 75 x 10 mm, con -

tapbn .



MEDIOS DE CULTIVO.

De la seccibn A.

l.- Agar Estéril de SPC ( agar para métodos Estandard, que-
contiene, triptona, glucosa, levadura y agar), colccados en
tubos( 15 a 20 ml por tubo), & en un voldmen cuantitativo -
en los frascos de dilucibn, cerrados con su tapbn de rosac-
¥ su proteccibén de corcho, ver la parte II-B. 5.1.5.

2.~ Apgua Buffer de dilucién estéril, colocada en los fras-
cos de dilucién hasta la marca de 99 ml : ml. .bien cerrados
ver la parte II-B-7.

De la seccibn B.

l.- Para la prueba presuntiva se requiere de Caldo Lauril -
ver la parte II-B-5.3.7, el caldo lactosado ho se utiliza -
por que puede dar reacciones falsas positivas.

2.- Para la prueba confirmatoria, se requiere del Caldo bi-

lis verde brillante, ver la parte II-B-5.3.2.(BB6A
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3.— Para la prueba complementaria. Se utilizza el ager de Eo
sina Azul de Metileno. (EMB). ver la parte II-B-5.3.3. tam—
bien en éste paso se utiliza el Agar Nutritivo, ver la par-
te II-B-5.1l.1. y 5.1.5.

4.~ El agua de dilucibn . Agua destilada estéril colocada -
en los frascos de diluéién hasta donde estén mercados los -
99 ml.con su tandén de rosca. ver la parte II-B.

Seccidn C.

l.-Caldo Lauril Triptosa ( igual que en la prueba pars co-

liformes toteles, en la oarte presuntiva), preparar un vo-

ltinen de 10 ml en la concentragién adecuadz, de acuerdo a-

las muestras que se van a utilizar ( ver la parte II-B-5.-

dskia)

2.~ Preparar el medio de Ec en un volfinen de 1C ml para ca

da tubo de fermentacibn ( ver la narte II-B~5.3.4.).

3.= Diluciones del agua. Puede ser agua buffer estéril 5 -

agua veostonada, colocada en los frescos de dilucibn.
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Seccién D.

l.- Dextrosa &cida preparada en volimen de 10 ml, que se pa
sen a los tubos de prueba ya que es caldo ( no se requiere-
de tubos de fermentacién ), ver la parte IT-B-5.,4.2. para -
su preparacién . El caldo de Etil violeta &cida no se utili
za ya que éste puede dar reacciones falsas positivas,

2.~ Pfizer Selectivo. Enterococo (PSE), equivalente a Escu-
lin Azida Agar en el Pour Pjate, ver la parte II-B-5.4.8, -
para su preparacién.

3.- Agua destilada de dilucién. Se esteriliza y se coloca -
en los frascos de dilucibn.

Para las pruebas Bioquimicas.
l.- vasos greduados de 25 2 500 ml .

2.- Tubos de prueba con t=pdén de rosca de 100 x 13 mm y -

150 x 20 mm.
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Medios p=ara el Pour Plate.

l.- Agar Pfizer selectivo para Enterococo (PSZ), 6 un
equivalente como 1a esculina-azida-agar.

a.- El agar se prepara antes de esterilizarlo, en un -
matraz Erlen Meyer é un frasco nue tenga tandén de ros-
ca.

2.= Caldo Infusidén Cerebro Cornmzén,(BHI).

3.~ Ager de BHI.

4.-Caldo de BHI mfs NaCl ( cloruro de sodio <1 6%).
5.-Celdo de BHI = un oH de J.6.

6.-Cajes con 2lmidén.

T.-Caldo BHI econ 407 de bhilis.

3 .-Medio 1iquido de alaiddn.

9.~ Agar nutritivo sdélidns.

iN.= Jifmas w0 (goluridn indie=dors).

11l.-%ache desnatadn con 0.1 # de ~zul de metilen-.
12.- Telurc de potasio en cnldn BHT,

13.- Teluro de npotasio en ager sangre( oveion=oi).
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14.- Glucosa tetrasolium (T G ) agar, 6 2,3,5 trifenil -

cloruro de tetrasolium ager (TTC).

15.- Agar sangre con 10 % de sangre.
16.-Solucién de D-sorbitol al 1% en base de agar rojo -
morsdo.
17.~Glicerol .al 1 7;, en base para agar plrpura.
18.- Solucidén de L-arabinosa al 1% en agar piurpura.
19.- Solucidén de lactosa al 1% en agar pirpura.
20.~- 8Solucidén de sorbosa al 1% en agar puirpura.
2l.~ Solucién de sorbosa al i% en base de agar pirpura a
un pH de 10.
Para su preparacién, todos los medios de cultivo se

nuede consultar la parte II-B de 5.1.1. a 5.1.12.
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Seccidn d4).-

EXTRACCION DE LA MUESTRA

ALEATOHIA.




d.- Obtencién de la muestra aleatoria, .
En 1o aue se refiere a la parte estadistica del trabg

do y refiriendonos a la forma en la que se extrajo la mues

tra representativa de la poblacidén tendremos lo siguiente:
Se efectué un censo-encuesta en toda la poblacién en-
el aue ademds de conocer el numero de habitantes, tambiem-

se les preguntd, por ejemplo, que tipos de =2limentos con -

sumian y con gue frecuencia, como era su gsse personal, =
con que tipo de servicios contaban » POr ejem, agua potable

luz drenaje, consultorio médico, la ocupacidén de sus habi-

tantes, etec; y el resultado de ésta encuesta nos proporcio

né slgunos datos, vara conocer miés a fondo, tanto el nivel
socioecondmico, como el estado nutricional de los habitan-
tes del mencion=ado ejido y de éstz manera tener un panora-

mAs general de la poblacién en cuestidn.

La poblecidn genersl se dividid en mangzanas, paras te-

ner un meyor control sobre la ubicacién del domicilio de -

cada familia, para poder localizarlas mis facilmente desg -
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plies se realizarara el sorteo.

Cuando ya se tuwo a toda la poblacibn censada y las-
encuestas con los datos solicitados, se procedid a tomar-
un 10% del total de las familias,como muestra aleatoria.

Segfin el censo el nfimero total de familias, fua ds -

657 dando un total de 9000 habitantes, que al tomar el -
10% nos d& un nfimero de muestra de 70 familias aproximada
mente, que se obtiene al azar.

Como éstos datos se tomaron en el mes de Agosto, a--
pesar de que no ha pasado mucho tiempo,es de suponer que-
el total de la poblacibén va aumentd, & por lo menos ha va
riado, lo que anotaré en la parte de conclusiones, y si -
se observa que el nfimero de habitantes al que se tenia cen
sado, es muy diferente, se procederi a realizar nuevamen-

te el sorteo, para aumentar el tamafio de nuestra poblacién.

Para tener los rangos de edades con los que se iba-
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a trabajar, tuvimos una asesoria de parte de la Orgeniza=
cién Peanamericana de la Salud (OPS), que nos proporcion-
a dos consultores expertos en enfermedades:tropicales y -

ya que han trabajado con poblaciones gne tienen las mis-

mas caracteristicasrque la nuestra, pues bien, ellos nos-
sugirieron que trabajaramos con ddades de 0 a 5 afios, =-
por la frecuencia con que se presentan las enfermedades -
gastrointestinales en &ste rango de edades, tal padeci -
miento llegbd a ser mortal en algunos casos,

« Huestro estudio tiene como finalidad conocer la
relacibn existehte entre la contaminacibn del agua de -
consumo y la incidencia de las enfermedades gastrointes-
tinales, por lo que se deberfa de tomar mAs en cuenta el
dato anteriormente mencionado. Los Poctores asesores fue

ron: Dr: Luis Cifres gy Dr German Mora.
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En base a lo anteriorzente expuesto, te decidid que

de las 70 fzmiliae a estudiar, z0lo se temer{zn a los ni
fos de 0 a 5 zfios que tuviers cada femilia Yy revisando -
lcs censcos se encentrd cue dentro de cuda Temilia, 6 por
lo ;menos en la mayorfa, sclo habfa un nifo de 0 a 5 afos,
por tal motivo solo se muestrearfn 70 nifios, en total co
Lo muestra representativa,el nuestreo se llevaré a czho-
de la sicuiente marera:

<e muestrearf a 10 nifios diaria-ente durante una se
msna y se va a reencuestar schtre la alimentacién cel ni-
no, tambien se tomarén muestres del zzsua de cozsumo en -
diferentis recipientes ¥ muestras de lcs alizantos, asi-

coro de las parsonzs gue se encueniven -fia en coantze

e va {irsbajar ura sesie @a TERITIR, NETO YO T8 =
lo repovrtzng las del e pOYERso.
e
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Diseno de la muestra.

lMétodo de muestreo: Se tomarh en cuenta -
casa habitacién de la poblacién de <anta llaria Magdalena, en -
donde existan nifios menores de 5 afios, los cuales estén debida
mente localizados atravez del censo Poblacional realizado espe
cificamente para &ste trabajo en los meses cde Febrero- Abril -
de 1985.

El censo indica que existen 847 nifios me-
nores de 5 afios, en los que el 90 % presentaba en el momento -
de la realizacién de &ste, Gastroenter{tis, ya fuese aguda 6 -
crénica y de larga evolucibn.

Tansfio de la muestra:Considerando lo antes
mencionado y de acuerdo a la fracuencia del evento ¥y a las -
caracteristicas tan especiales de 1a poslacibn; una muestra re
presentativa serfa el 10% del total de los nifos menores de 5-
afios. Tendremos entonces que aplicando la normal a la binominal

resultari:




P(100) - P (100) = 5 1.96 = __ 1 despejando n

100 PQ/n

1.96 100)= 1
(1.96) (100)-__1_ nae

5 PQ/n

£-196) = PQ it
5
2
=(196)° P 2

n
5
En donde 1.96 es el valor de la discrepancta que pensamos encontrar.

P,- Es la proporcién de las caracteristicas a estudiar.
Férmula Z = P- 7

{ Q-7
para una certeza del 95%.

o

para unz discrepancia de + 5% entre

la voblacién y la muestra tenemos: 100p-10077= 5

Sustituyendo : 1.96 = (100P - 10077 )
e
100 \ 1-

j =
» 6= 5 1.96 = 5 .
- - ]

100 ’/,?;H-'?r) — C1-7)
n
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136)
( S 1n7r) —_s Plﬁéﬂ n_
7 (1- 5 o a-7)
2
19
5
5i realmente la poblacibn tiene una incidencia de diarrea
de + el 90% entonces: = (0.9) ¥y 1-TT= (0.1 ) luego

(1 -7 = (0.9)(0.1) - 0.09 por lo tanto:

(1 6] 0.09 =1 , (39)2 ( 0.09 ) = 138.
5

Realizamos el tamafio de la muestra por dos fbrmulas, una vez -
cbtenido el resultado procederemos a la seleccidn de &stos nifios-

cor medio del método ale=torio simple.




Croitulo.. 11I.

Result=zdos y Discusiones.




RESULTADOS.

Como se menciond en l= narte de la justificacidn, el
estudio inicisdo pretendiz conocer el grado de contamina-

cidén que teniz 6 que tiene el agus de consumo de los po -

bladores del ejido de Santa Maria Magdalena, por las carpac

teriaticas que ya conocemos( que se encuentra circundada=

por el canal del arenal, oue llefa agua de desechos indus

triales v contzminentes bioldgicos),(heces fecales princi

palmente ), ahora desnmies de haber muectreado cerecs de g0
2 65 famili=s hemos obtenido d-tos muyrimnortantes, pues-
se comprobé cue 1l- poblacidn recibe atravéz de 1o tuberis
( red de distribucidn del =gu= notable),un agus que seain
los result~dos nréctic~dos a elln, =au estsdo becteriold -

gico es bastante aceptable, ya oue la cantid=d de micro -

croorganismos nresentes es minims, lo aue viene 7 comnro-
bar nuestra hindtesis de aue donde el agua se contzmina -

es en los recipientes donde se almacens, ya sea oll=ss, -

temhos, cubetas, A tinacns v nor otro 1-4n 1- narte de 1=
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poblacién nue no tiene agua entubada & que no les llega =2
pesar de tener tuberia, la toman de alguna pipas que sur-
ten de éste linuido a 1la poblecidn, en éste caso tambien -
hay peligro de una mayor poaibiligad de conteminacidn y -
aunando que se encuentran junto el Canal del Arenal, que-
es demasiado insalubre yz cue en lugar de llevar agua tal
parece que errastrara solamente materis feczl.
Las muestras aque se tomardn en la comiunidad fueron -
vrocesadas por dos técnicas , lo primers fie por el Méto -

do del NMP ( numero m#s nrobable ), ¥ 1la segunda fué el -

SPC( recusnto total de bacterias), en 1a.pérte del NMP, se
corrid con sus tres partes pars mayor control, (1la prueba -
presuntiva, confirmetoria y complementaria),. .y finalmente-
a fodas l2s ‘pruebas positivas se les realizé l1a tinpiGn de

Gram.
Lo anterior sobre 1s contaminacidn del agua, se com -

orobd mediante el andlisis de ésta con las pruebas antes-

mencionadas, por ejem, de una misma cnsa se tomaron variss
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TABLE II.C5

Most Probable Number Index and 95% Confidence Limits for Testing Potable Waters

Number of Positive Tubes MPN
from five 10 mi Portions index/100 mi 85% Confidencs Limits
Lower Upper
0 <22 o 6.0
1 22 0.1 1286
2 5.1 05 19.2
3 92 16 29.4
4 16 33 529
5 > 16 B.O Infinite
TABLE I1I-C-3
Acceptable Limits®
Parameters Lowaer Upper Remarks
Total coliform bacteria 20 (0 for potable waters) 80 Limit, 200 colonies
Fecal coliform bacteria 20 60 of all types
[ pe

Fecal streptococei
20 100

Colony counts < or > the limits cited above must be identified as oufside of“lh:s range

ISOLATION AND ENUMERATION 83




TABLE [I.C-6

Selection of Coded Results, Five Tube Series

Positive Tubes/ml Sample Volume

Test 10 10 0.1 0.01 0.001 0.0001 Code
1 5 3 0 0 0 o 5-3-0
2 5 s 4 ) 0 0 5-4-0
3 4 1 0 0 0 4.1-0
4 5 5 4 1 i 0 5-4-2
5 4 5 3 o o} 5-3-0
] 5 5 5 5 5 5-5-5
7 0 0 0 0 0 0-0-0
B 4 0 2 0 0 402
9 o 1 0 0 0 0-1-0

*Underlines m-l-:ate positive tube series selected for code

ISOLATION AND ENUMERATION




V—~ﬁ

mestras, una de la llave directamente, otra de donde la ~.
almacenan ( ollas con tapadera), y una tercera del agua de
garrafén( que es la gue compran generalmente), las tres -
muestras dieron un nfimero muy diferente de bacterias, en -
el recuento total, s?endo la més contaminada la muestra -
que se tomd del mcipiente donde es almacenada, en segundo-
lugar la de la red de distribucién y por (ltimo la del agua

de garrafon, con ésto se verificd que donde se lleva a cas

bo la contaminacién es el lugar donde se almacena, por fal
ta de aseo y en algunas ocasiones por dejar destapados los
recipientes, siendo contaminandos tambien por las moscas.
Como se menciond anteriormente hay un sector de la po
blacién que carece de agua potable desde hace mis de un -
afio y en una de las casas donde muestreamos, nos menciona-
ron que tanto el drenaje, como una de las granjas porciéo-

las que hay en el ejido vierten sus desechos a un cafio y -
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que en algunas ocasiones cuando abren la llave el_agua
sale demasiado sucia,probablemente la red de distribu -
cibén tiene una infiltracién hacia los desaglies, por lo-
que se esti contaminando el agua de consumo, tal vez se
escuche raro y se puede pensaf que ésto no es posible,-
que en la actualida& ¥y & 5 minutos de una capital Esta-
do suceda ésto, es decir que existan personas que ingie-:.
ran agua en tales condiciones de insalubridad, pero en-
el ejido nos confirmaron lo anterior.

En la metodologia se mencionaron cuatro técnicas-
para procesar las muestras de agua, pero solo pudimos-
montar dos de ellas (WMP y SPC), debido a la carencia-
tanto de material, como de medios de cultivo ¥ como s0
lo se consiguieron 4 de los gue se utilizan en las téc-*
nicas més importantes para el control bacteriolbgico-

del agua, solamente_se realizaron esas dos.
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El estudio se ha modificado un poco, debido a que =~
ya se conoce mejor a la poblacibén , as{ como sus proble-
mas en lo que se refiere a la calidad del asua, por lo -
que se ha optado por girar un poco el estudio de Investi
gacibn hacia lo que es la gastroenteritis en los menores
de 5 afios, causada por la contaminacidn del agua de con-
sumo, de acuerdo a los métpdos estadisticos, se numera -
ron las familias y se extrajeron los nGmeros en forma -=
aleatoria.

Aunque ha variado el estudio ya gue se estéd tratan-
do de que salga lo mejor posible, el protocolo inicial-
ha cambiado debido a las revisiones de que ha sido obje’

to por nuestros asesores, asi como la experiencia que -
ha ide adquiriendo el grupo,gracias a los cursos que se-

han llebado, por ejem, Epidemiologia y Estadistica, es-
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tas son las causas fundamentales por las que ha variado un
poco el estudio desde su inicio hasta la fecha.
Al inicio del trabajo se contaba con algunos datos a-

cerca del nimero aproximado de pobladores en en ejido y =~

posteriormente se reforz§ con el nuevo censo-encuesta, en-
buse & €éeto y consultando algo de bibliografia, ademés de-
la asesorfa de la experta en Estadistica de la Organiza -
cifén Panamericana de la Salud (0PS), Dra Silvia Hartman, -
se llegd o le conclusibn. de que la muestra sé¢ debia obte-

ner tanto en la forma tradicional ( por medio de la férmu-

la),como con la ayuda de un mapa de la poblacibn, en el

yue se divide el poblado en sectoresm, tomando en cuenta -

los puntos cardinales, distribuyendo lo mis homogéneamen

te a la poblacidn a estudiar, de manera gque los dos méto

dos nos dieran § arojaran resultados que fueran muy simi —

lares entre si, el niimero resultante fue de 80 nifios
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aproximadamente, generalizando es un nifioc por familia ( sola

mente tomé 60 muestras), tomando en esa forma lzs muestras -

las familias a muestrear fueron las siguientes:

Nombre

domicilio. muestra.
|
l.- Eustolia Pérez. Brasil # 4 depdsito.
2 o= ¥ z .
Haria JOarez Ramirez ekl W 15 Sl

3.~ Juane Jharez

Brasil # "8,

olla con tapa.

4.~ NMz. Luz Garcia.

Brasil # 14.

bote con tapa.

5.~- PFam . Garciz Pérez.

Brasil # 28.

botellén y cu-

6.- Belinde Sénchez Vurgss.

Hidalgo # 15.

beta.
boteliln y lla

! 7.~ Catclina ®érez

Hidalgo # 9 .

ve.
llzve.

¢ .~ Pom Hernénaez Hivera.

Hidalgo # 1l.

tinaja y lliave.

 —
i

{ 9.~ elén Ledn sontero.

Jbarez # 7.

llave y tinaja.

 LU.=Victoriz Hernlndez.

Revoiucidn #

garrafén y

contaro

07
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1l.- Escuela primaria. zona centro. manguerza
12.-Ma del Carmen Lebn Jlarez # 23. ( 1lave).
13.-Angélica Jharez. Revolucibn # 14. ( 1llave).
14,- Ma, de jesis V. B W oy ( olla).

15,-Margarita Jliarez. Jiarez # 3. ( tambo).
16.-Rosa Pérez Léoh. Revolucibn # 20. ( 1llave).

17.-Ma. Paula Vargas.

Privada Hidalgo # il

( tinaco).

18.-Josefina DAvila Hernfndes.

Hidalgo # 10.

( cubeta).

19.-Ma de la Cruz Luna, Hidalgo # 23. ( botellén).
20.-Ma de la luz Castillo. Revolucibn # 34. ( 1lave).
2l.-Ma de la luz Garcia, Hidalgo # 29. ( manguerad
22.-Celia D' Lebn . Jlarez # 23. C o1la).
23.- Filiberto Jiménez. Hidalgo # 43. ( tambo).
24.- Arturo Garcia ILiina. 346 de Sep. # 2. ( cubeta)_
25.- Juan Pérez GonfAlez. Alfredo Bonfil # 53. ( olla).
26.~ Luis Fernado G. San José S#N. ( 1llave).




27.- Elizabeth S&nchez . San Jbsé # 15. olla.
28.-Lucia Rojas. Independéncia # 19. cubeta.
29,.- Felipe Péraz. " "% 0. tambo.
30.- Fidel D' Lebn. " " # 32, llave.
3l.- Sofia Farfan. Privada de San Juan
# 2. llave.
32.- José Gonzélez. Hidalgo # 1l. cubeta.
33.- Francisco Pérez. P. Jiarez # 27 A. llave.
34,- Alfredo Yarcia. Alfrredo Bonfil #4] olla.
35,~ Beatriz Hernfndez. Revolucidn # 25. tambo.
36.- Patricia #lmanza. Revolacién # €0. tambo.
37.- Yolanda Lbpez. San Juan # 2. llave.
f38.- Gilberto Jiiarez. 5 de Yebrero # 32. llave.
i
9,- Esperanza Lépez D' Lebn. | Hidalgo # 4. llave.
40.- Ma. de Lourdes Trejo. Hidalgo # 50. tinaco.
4]1.- Angéliza D! Lebn “Perdez. Hidalgo # S56. olla.
42,- JosefinérArrollo. Hidalgo # 6l. olla.




43,- Angélica Luna. Alfredo Bonfil # 35. tinaco.
44, - Estela Garcia. 16 de Septiembre # 29. llave.
45,- Margarita D' Santiago. | Priv. Revolucibn #14. llave.
46.- Francisco Snchez. Francisco Villa # 1. llave.
47,~ Victor Gonzélez D' Léén. Emiliano Zapata # 2. garrﬁfén.
48,- Esther D'Santiago. San José # 3. garfafbn.
49,- Carmela Cortéz. Priv San José. # 9. garrafén.
50.- Carmen Glez Jiménez. Independencia S)’N & olla.
5l.- Esperanza “strada. Morelos 5/N. tinaco.
52.- Consolacién Balderas. |Alfredo ;;nfil # 59. cubeta.
53.-Rosa. Fernéndez. Hidalgo # 17. cubéta.
S4.- Rebeca Rios. Hidalgo # 19. tambo.
55.- Clementina Cruz. " " # 8. tambo.
56.,- Concepcibn Vargas. " " #9. cubeta.
57.- Lourdes ratifio. ' * ¢ 1. llave.
58.,- Fermin Ortiz. : " # 13, T
olla.
5%.= Uscar Galindo. . " # 17 Olla
60.- Pedro Resendiz. y . llave/
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Resultado de 17s muestrss acue se #nmlizaron por el métg

do del recuento t otal de b=cteri=s (SPC), en todzs las mues-—
tres se utilizé el método del Pour Plate 6 vaciado en caja -
v se smbré 1 ml de muestrs con dos diluciones, 1:10 y 1:100.

Se utilizé el agar pars métodos Estendsrd.(SPC).




Las pruebss se re-li=aron » un total de 60 muestr?s.de—
agua de consumo, lus muestr=s fueron tomadss de 12 red de =

distribucidén, lms cubetas donde le slmecensn y del g rrofon-

de »gun purificada. A czda un= de 1l=s muestrss se le hicie -

ron tres diluciones: a b y c.

Clrve:
A = Dilucién Directa. b = Dilueidn 1:10.
c = Ylveidn 1:100
No de muectra. chol/hl. ELcol/hl. jicol/ml.
- 100 v » P e —
;I Incontables " 285 w w 40 n »
.- 500 " ® 336 = = 320 w
4.- 200 ™ e 190 W = 100 # =
S5e= Sl 10 » = PESS—
6.- | Mds de 300 v m 295 n m 200 " m
;A 200 n 136 7 ‘80 m m
8.~ B % W ammsamees |l et
9= 300 W .= 200 n » 180 n »
o Mis de 300 * n 295 n m 200w
11.= | ® ®300 n » 310 n m 280 "
103 Incontables” " 300 ™ 0w 298 n n
13.- 20 m w 180 n » 150 » »
14,- 300 ™ ® 280 " n 200 n m




No de 2 col/mlJ b col/ ml. ¢ col/ml.

muestra.
15.- gz to RIS S 100 1@ i G0, winw
16.- | Incontables" " 30 @ 260 w- "
17 .- 1495= v .- 10 = e
18.- 190 w » 100 # h o ML
19.- 20 ® n 12 % = g n n
20.- |Incontables " ™ g » » 250 e e
21.~- |" " owom 300 » » 260 ™
22.- 260 .» n 120 = o 66 » =
P T e (RS [ ——
e el T e R ——
25 .~ 280 n n 230 » w 200 = »
26.~- |Incontables " " 100 v " 200 w =
27 e = 60 m n 23 n " 20 " m
28.~ 277 = n 2nn » " 100 "m n
29.- ———————— | e iy i
1.~ 60 w = 55 % 4 - »
N.- 23 n m 200 mn  » 15 » o
17.- 180 = » 170 " w ag mow
1,- [neontshles n n N N " 1784 n  w
4. - N M n £ n " e 1o To B
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NO de A col/ml. b col/ml] © col/ul.
muestra.
35.- 125 » o 100 v o 5L e
36.- 120 " 100 » » Bom m
37.- 50 " 30" m 10" »
38.~ 250 " 200 ® m 180 m »
39.- 280 » 190 " » 100 * =
40.- 300 n w 250 » w 160 »
41.- | Incontables " " 300 n w 290 » »
42.- 280 n w 190 » 190 = m
43.- | Incontables " n 290 n n 200 = »
42 300 = » %O = = 200 » »
'45 .- 20 " = 18 n 10
46 .~ 50 n » a0 m m o5 m m
47.~ 100 & i & . 8o » m
48.- 150 = » 100 " » gom =
49.- e e I —
50a~ | = csscosima] 000 meseeseeesw ] s
SLle= | ] s et
52.- 10 " 5% 81—
53.- 100 » = B m : I
54.- 100 » » 60 n » 2o »
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No de a col/ml. b col/ml. ¢ col/ml.
muestra.

55 .~ 150 » 100 = = 80 » »
56 .~ 200 " » 180 » » 100 » ®
57 o= L T UUTRNORRNEE [
58.~ 270 »  » 200 " 196 »
59.- 300 n " 280 = . 200 n n
60.- Incontables " " P ® = 295 # w

=170




Resultedos remlizados a2 l=2s 60 muestras de sgua de -

consumo de l2 comuanidad de

Sants

Miria Magdelena,el méto—

do utilizado fue el de el(N.M.P.) Nimero Mfs Probable.

PRUEBA PRESUNTIVA.

En tubos de fermentacidn en Czldo Lauril Sulfzato.

Claves utilizadss:

a = Dilucidn directa. b = Diluecién 1:10.
¢ = Dilucidn 1:100.
& = Produccién de ges. # = Turbidéz. + = ligera,
+ + = medi-, + + + = abundante, + 4+ + + = méxima.
do de 1~ g - b _c_
mueatra.
l.- &+ +y # & + negativo (-).
2= & + & + &:
3. & + + + & + + # o+
4.- &+ + & + # )
5.= & # #
6a= % + & + &
'7--' & - & + &
8.= & & it
9.~ % - T+ + & + +
10.- % & negativo (-).
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Vo de 1= o _b_ e
muestrs.
1l.~ & + & &
12.- & # &
13.~ & + + # #
14.- & + + & + + .+
15.- i % neg~tivo.(-)
16.- neg tivo. neg=tivo. nes tivo.(-)
17.- # & negrtivo.(-)
18.- negetivo. neg-tivo. neg-tivo.(-)
19.- # neg=tivo. negetivo.(-)
20,- negativo. neg=tivo. ne - tivo.(=)
o # 2 neg tivo. (=)
22.- negativo. negativo. negsmtivo. (=)
23.~ negitivo. neg-tivo. neg=tivo, (=)
24 .- ¢ negtivo. cmmoio de cQ
lor.
25 .- 4 nez tivo. neg~tivo.(-)
26.- nes tivo. negrtivo. negrtivo.(-)
27— negetivo. negrtivo. nes tivo. (=)
8= neg-tivo. ne/mtivo. neg tivo.(-)
29 e % < 3
30.- 4
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No de la o5 - c
muestra.

31l.- i# & negetivo. (=)
324 F o+ negativo. (=)
33. negativo. negativo. negativo. (=)
14.- & + + & + &

35, = & + + - & + &

36.- & + & &

37.- # # #

38.- ¥ + ¥+ #

39.- £+ s # #

Ay, = & &y # + + # +

7y &y # + + # + #

42.- &y #+++ * 4+ # +
43 Ey #+++ #+ + # +

44 .~ negetivo. negativo. negativo.
45 .- negativa. negativa. negativo.
46 .- & 4 negativo. (-)
47.- & # #

48, - & + & &
49,- negmtivo. negntivo. negetivo.(-)
50.= & # #
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No de 1a

ol Ex 2.
nuestra.
i - negntivo. iegntivo,. neg=tivo.
5Z.- negstivoe. neg:tivo. negrtivo.
53.- & # it
54.- o+ 3 7
55 .= x + + &+ b
56 .= & + + * + i
5T «= negrtivo. neg tivo. neg-tivo.
58.~ T o+ % &
B9, Lo+ o+ o+ &
60~ T+ + T+ &

En tuboz de fermentscidn en CUsldo kilis

Ndimero ¥As Prob-ble

PIUIBA JON

135041 A

verde brill~nte.

3.- ————————— R B e +
4o- | —===——e= | ¢ mpiode | ——————————-
S5¢e= | ===—===== | c2mbio de |  ———————————
R R e (R = e 2.

Ihie= n. | e c°mbic ge | W em—————————-

clor.

iy AL Crl R e T £+ 1 mmmeaaaaa
1T e

1T = 4= | f =—rmm=== =l mememem—————




Yo de 1- B b e

miestrza.

20.- o3

24 .- i :

25 .~ AT TN IR S

26.- &+

36.- £

il cembio
dg color.

39.- ?

45.- &

53.- | 4 T [ T——

54.- | # l

60.- ' s

~XT5=




Prueba: MUNZI0 MAS PROBABLE.

Resiembra de los tubos de BBGL ( bilis verde brillan-
te lactosado) a cajas de agar cor Eosina Azul de lletilenc -
(EMB) y y tubos con agar inclinado( agar nutritivo), para -
verificar el crecimiento de los microorganismos Gram negati
voes mediante la tincibn de Gram, que se realiza posterior -
mente al peribdo de incubacién y crecimiento.

De los tubos que presentaban crecimiento, se sembraron
en los medios anteriormente mencionados y casi en la mayo:.-
ria de las cajas se observd desarrollo de colonias puras, -
es decir se puede decir gque solo son colonias de coliformes
libres de contaminacibn de otros microorganismos, ya que =
en el tubo de agar nutritivo solo crecieron un solo tipo -
de colonias, blanguesinas y que al realizar el frotis y la-

tincién de uiram, Se observaron solamente microorganismos -
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Gram negativos.

Las colonias que crecieron en el medio de EMB, tenfan
el caracteri{stico brillo met&lico que presenta las bacte -
rias coliformes en el medio de EIB.

No se realizaron pruebas Bioquimicas, para identificar
con xactitud el tipo de microorganismos, debido a 1los cos-
tos que ocasionan por los medios de cultivo, siendo éste -

uno de nuestros principales inconvenientes.
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Desde el capitulo de la Introduccibn, se viene men-
cionando que el agua es un importante vector, en la tras
misién de las enfermedades infecciosas de tipo entérico-
en comunidedes tanto humanas como animales, por lo que -
la mayoria de los estudios sobre bacteriologfa se han di
rigido principalmente hacia lo que es el aspecto sanita-
rio del agua y como mencionamos anteriormente, el mejor-
critério para establecer la calidad del agua, es cono - - ¢
ciendo el nfimero y el tipo de bacterias que se encuentran
en ella.

La flora bacteriana que se pudiera considerar autoc
tona del agua, no es bien conocida y esto es, en parte,-
debido a que muchos de los miembros que habitan en ella,
crecen dificilmente en los medios de cultive artificia -
les del laboratorio. Sin embargo, se puede mencionar bre

vemente, algunos de los microorganismos gue se desarro -
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llan en ella y son los siguientes grupos bacterianos:

l.- Bacterias superiores del orden de las Chlamidobacte

riales, incluyendo bacterias del azufre, hierro ¥y otras.

2.~ Caulobacterias.

3.~ Espirilos. Algunos tan grandes como de 20 a 30 mi -
cras de largo.

4,-Bacilos.

'~ a.- Pigmentados, como Serratia mercescens y Chromobacter
violaceum,

b.-No pigmentados como: Bacterias fluorecentes-Pseudomo-

nas fluorcens.

-Ciertas bacterias del azufre.
~-Termbfilas,
-Bacf{los aerobios esporfgenos.

5.- Cocos:
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a.- Pigmentados, generalmente amarillos, muy frecuente=
mente Sarcina lutea.

b.- No pigmentados. -Microccocus aguatilis, M. candicans

¥ otros.

6.~ Bacterias fijadoras del nitrbgeno- Azotobacter aqua

tile.

7.~ Bacterias nitrificantes,-Nitrosomonas y nitrobacte -
rias.

Si se pudiera aislar con facilidad las cepas bacte
rianas consideradas como patbgenas, a partir del agua-
no serfia necesario las no patbgenas, para determinar la
calidad bacteriana y mejor dicho la calidad sanitarias-
del agua. S5in embargo no es el caso, y las especies pa-
tbgenas son oscurecidas por un mayor nfimero de bacterias

saprbfitas que las acompafian. I sumando a &sti@ el hecho
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de que muchas de las especis patbégenas tienen requerimien
tos especiales para su cultivo, por lo que es necesario -
egpplear técnicas laboriosas para su aislamiento.

Es 1bgico pensar que el agua que estf contaminada -
con materia fecal, puede contener tambien bacterias que -
sean productoras de enfermedades entéricas. Esta hipbtesis
se convierte en un hecho comprobado, en el caso de que -
las aguas negras, en donde se vierten los residuos fecales
de toda la comunidad, que ademfs de individuos contaminaie:
dos con éstos gérmenes, existen portadores sanos que préc-
ticamente siembran &stas aguas cop microorganismos enterg‘
patégenos.

Con fines précticos, el hallazgo de indicadores de -~
contaminacién fecal del agua, significa que tal muestra -
representa un peligro para la salud, ¥ ﬁor tal motivo, el-
anflisis bacteriolbgico del agua, estl éncaminado hacia la
busqueda de &stos indicadores de contaminaciém fecal.,

—-]BE-




_____________________________________T_________fT

Los mejores indicndores desde el punto de vista bacte-
rioldgico, lo constituyen los miembros de laz flora normal -

| bzcterisna del intestino, gue son excretados con las heces,

gue permanecen viables por ciertos periddos de tiempo: por-

ejem, @Goliformes, enterococos ( Streptococus faecalis) y -
Clostridium perfringes. Cumlouiern de éstos tres grupos de -
microorganismos perm-necen vicbles nor més tiempo, por eje@
Salmonella typhi agente causal de la fiebre tifoideaz en el-
hombre.

La técnica usual parz el anmlisis bacteriolbdgico de -
la calidad sanitaria del agua, utilizada como indicador de-
la contaminacion fecal, =1 gruno de coliformes, por varirs-
razones.

l.- &n orimer lugnr, su ndmero es m-vor en las apuns eonta-
Minad=s nue el de los otros dos grunos,
?.- Su viabilid=d en el =pu= es suficiente n=ra determinar-

eontomin"ciones fecesles, mAs 6 menos recientes.

1.- Su aislamiento v eultivo es hoetonte fiecil.

19
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Los enterococos son menos abundantes y su cultivo es -
més dificil. Cl. perfringes,siendo un gérmen esporulado, no
permite especificer si la contaminccidn fec2l es reciente -
o no; en caso de serlo, las especies patdgenas ya han muer-
to si es gue se encontraban presentes. Ademds es un germen-
aue se encuentra en ﬁenor numero aque las coliformes.

El gruvno coliformes lo constituyen miembros de la fa -
milia Enterobacteriscea, cue utiliza la lactosa, con forme-
cidém de ens.

En aguns contaminrdes con heces, E. coli y Entefobacter

zerogenes y closca2s,que son los coliformes responsables de -

las pruebss positivas.
Ademds de las vruebrs cualitativas para buscar colifor
L =

mes es conveniente hacer una prueba cuantitativa para deter

minar el ndmero total de bacterias de todos tipos que se -
encuentren nor unidad de volumen. Este tino de determinacidn

es aproximsda, va aue como vimos anteriormente algunas es
. =
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pecies bacterianas autoctonas del agua, no crecen en los -
medios convencionales del laboratorio.

La legislacibn v}gente en materia de salubridad y dis
posiciones conexas de la Secretarfa de Salubridad y Asis -
tencia, establece, que para que un agua sea considerada po
table, desde el punto de vista bacteriolbgico, es hecesa -
rio que reuna las siguientes caracterf{sticas:

l.- No debe de contener mhs de 20 coliformes/1t.

2.~ En la prueba cuantitativa, el resultado no debe ser ma
yor de 200 colonias/mililitro de muestra.

3.-Debe estar libre de gérmenes que licuen la gelatina, -
gue produscan pigmento (crombgenos), & que despidan mal -

olor.
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En base a la falta de material para realizar todas -
las técnicas del control bacteriolbgico del agua, y ya que
solo se consiguieron algunos medios de cultiveo, la calidad
bacteriolégica del agua que se estuvo procesando, se veri-
ficd solamente por el Recuenfo de Coliformes Totales y por
el Nimero Més Probaﬁle, pero se considera que con éstas dos
pruebas ya se tiene una pequefia idea de la calidad del agua
de la comunidad que se estudib.

Aunque se tiene en proyecto que mls adelante cuando se
tenga un poco mAs de recursos tanto econbémicos como técni -
cos, se montarén las cuatro técnicas y se volveré a reali;ﬁs
zar el studio, en diferente época del afio,?para ver las va-

riaciones que hay.
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DISUSION.

Para llevar a cabo la elaboracibn de éste trabajo se
pasd por muchisimos obsthculos y todo &sto debido a que -
en nuestro Estado( Querétaro) y en egenral en todo nues =
tro pafs ( México), los estudiantes que egresam de cual
quier licenciatura, & de cualquier &rea, Ingenieria, Cien
cias Biolbgicas, Leyes, Arquitectura, etc, no tenemos la-
mAs minima idea de lo que es la investigacién, 6 por lo -
menos tener un poco de conocimiento de lo que es el"Meto-
do Cientifico", ya que &ste no tiene aplicacibém en las -

escuelas a nivel Bachillerato, y si es que se lleva al

alumno no le queda bien claro la idea del i1étodo.6 la

forma en la cual se aplica y creo que ésta es una narte

del estudiante que esté dormida y no ha sido explotada de

bido a la falta de actividad cientifica, ya aue todos los
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estudiantes tenemos &ste tipo de inquietudes y sobre todo -
los que nos hemos inclinado por carreras que se encuentran-
relacionadas con el Area de la salud, como siempre nos en -.
contramos con preguntas como: ¢ Cuales son las causas del -
aumento en las tasas de mortalidad infantil en &sta ciudad,
por enfermedades de tipo intestinal producidas por enteroc -
bacteriaceas, que son tan frecuentes en nuestra regién y -
aunado a &sto tenemos que nuestro Estado ha crecido ¥y ocu-
pa los primeros lugares en muchas afecciones como son: la -

amibiasis, desnutricibn, cancer cervicouterino, malformacio-.

congénitas ( toda &sta informacibén la hemos adquirido por.-
pléaticas con Médicos de la regibn), y éstas son solo algu -
nas de las enfermedades de las que podemos hablar y creemos
que son muy importantes para la salud en general de nuestra

poblacién y a pesar de &sto no nos hemos ocupado por recopi
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lar datos a nivel regional, para tratar de conocer que tan
cierta es &sta informacién y de ésta manera tratar de bus-
car una solucién al alcance de nuestros recursos.

Por que aunque es muy importapte conocer la problemé

tica de salud a nivel mundial, por ejem, de la amibiasis,-

lo que se deberia hacer, supongo, es revisar los archivos-
de las Instituciones y conocer los cascs que se han dado -
aqui en Querétaro, para poder inciar la Investigacibén en -
el sstado, ya que aunque la desnutricidn que padecen los -
nifios Queretanos y la que padecen los nifios del Africa, -
tiene las mismas consecuencias y desenlaces, las causas no
son las mismas, es decir, influyen factores diferentes, .e.
por ejem, clima, las condiciones sociales, el nivel educa~
tivo de los padres, el tipo de alimentacién, la flora y la

fauna, etc y si los factores son diferentes no es posible-
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atacar el problema en la misma forma, por lo que creoc que--—
es de mucha importancia iniciar las Investigaciones a nivel
regional y en &sta forma contar con datos reales de nuestra
poblacibn y de ésta manera poder trabajar en elaborar pla-
nes para dar algunas soluciones a nuestra gente y sobre to
do que sena ideas que se puedan llevar a cabo en base a los
recursos humanos, econdmicos y tegnolbégicos due existen en-
nuestro paf{s y no estar buscando tegnologia sofisticada y -
soluciones que se basan en problemas que tienen diferentes-
causas a la nuestra.

Cuandp se inicié &ste trabajo, desconociendo por com -
pleto 1o que se refiere a el frea de Investigacibn, empecé-
por informarme y leer un poco a cerca de lo que es"Método -
Cient{fico", as{ como mlacionar con personas dedicadas a la

Investigacién(los expertos de la Organizacibén Panamericana-

-189.




de la Salud,.Organizacién Mundial de la Salud, asesores de=
la UNAM, Investigadores del Intituto de Enfermedades tropi-
cales,etc por mencionar algunos de ellos), para conocer un-
poca mAs el campo en el cual me ingciaba, y ahora despilies -
de casi dos afios de estar en el Proyecto de Investigacibn -
dentro de la Escuela de Medicina, he tenido la oportunidad-
de relacionarme con las personas que estfn haciendo Investi
gaciones a nivel Internacional, algunos de ellos son: Dr: -
Italo Barraghn, Dr: Iuis Cabrera Coello, Dr: Ezequiel Paz,-
todos ellos Tpidemibélogos, Dra: Silvia Hartman Estadi{stica-
Dr: Cifres y Dr:German Mora Expertos en enfermedades Tropi-
cales, Del Instituto de Enfermedades Respiratorias Dr: Da -
niel Lépez Acufia Epidemiologo, Dra: Cristina Cortina de Na-
va, en el frea de Laboratorios:;Dra Gisela Humbolt, Dr: Ro-

milio “svejo, (UNAM), Dra: Monike ilitastein coordinadora de




.

la organizacibn de Programas de Postgrado en la Universidad
del Estado de México y éstos son solo algunos de los Inves=-
tigadores con los cue hemos tenido relacibn, el grupo de In
vestigacién que se esth formando aquil en la Escuela de Medi
cina de la UAQ , ya que es muy cierto ese dicho de que"para
hacer Ciencia .hay que rodearse de ella", ademfs de los pros
fesores arriba mencionados, son algunos més los Investigado
res que nos han asesorado y revisado nuestros protocolos, -
entre los que destacan, la Dra Silvia Vega Gleason, que se-
ha convertido en nuestra asesora permaneate por parte de la
UNAM, tembien nmastro grupo de Investigacién ha asistido a-
cursos de Epidemiologfa, Estadi{stica, conferencias sobre -
contaminacién del agua y contaminacién ambiental, que nos -
han proporcionado la informacién mfnima para seguir por el-

camino de la Investigacibén Regional, claro que ésta en -
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nuestro pais estf en pafiales, pero ya se tiene mucha rela=.

cién con las personas expertas en &sta frea y que realizan
Investigecifn a nivel Mundial, lo que sucede es que en la-
mayoria de los casos carecemos de la informacibn necesaria
para emcontrar los caminos que nos relacionen con los Bx -
pertos, pero como en la actualidad se est& dando mucha ims
portancia en lo que se refiereca la Investigacién en frea-
de la salud, se estd trabajando ya para contar con datos -
en todo el pais y de &sta manera tener una base que nos -
pueda ayudar a crear una infraestructura, para que sobre -
ella se levanten los pilares de la Investigacibn Nacional-
en Ciencias de la salud. Ahora bien, ya se tiene el camino
para relacionarse con Investigadores que tienen més tiempo
dedicados a &ste campo, lo (nico que nos falta es hacer -

mhs grande y mas fuerte ésta relacibn con é&ste tipo de -
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Instituciones y de personas ¥ lograr algo importante en éste
campo.

Por otro lado, a lo largo del tiempo que me ha lleva-
do el elaborar &ste trabajo, tambien he tenido la oportuni -
dad de asesorar a varios grupos de la éscuela de §edicina -
Humana y de ‘‘edicina Yeterinaria y Zootecnia, en el frea dél
laboratorio de cultivos, donde he podido aplicar los conoci-
mientos que he adquirido en lo que se refiere al "Método .-
Cientifico", &sto me ha permitido detectar y 'darme cuenta de
algunas inquietudes en los estudiantes,en lo que se refiere-
a el Area de Investigacifn,lo que sucede es que no los hemés
sabido motivar adecuadamente.

Bueno al inicio de éste capitulo expresaba sobre las -

muchas dificultades que tuve que superar para realizar el )-

presente trabajo y de verdad que fueron muchas, por que des-
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de que inicié la revisién Bibliogréfica, tuve problemas pa-
ra encontrar informacidén actual a cerca de articulos que -
hablaran sobre la contaminacién del agua de consumo y del-
tipo de Investigacibén que se ha estado haciendo a nivel Na-
cional e Internacional, pero, & no habia, & era demasiado -
atrasada. Nececistaba datos para poder adentrarme més en el
problema, saber que tipo de muestras tenia que usar, las -
técnicas que se requierfan, etc, de alguna manera tambien,-
saber con que informacibn contaba a nivel regional.

Despfies de leer y traducir algunos articulos sobre el-
tema elaboré la introduccién de mi trabajo, despfies inter -
?reté el"Manual de técnicas Microbiolbgicas para control -
del agua de consumo humano y de desechoj ya que ahi fue don
de encontré las técnicas que se han estandarizado ( en el -
Centro de Investigaciones de Contaminacibén Ambiental, CEACA)

as{ como en otros laboratorios Nacionales e Internacionales,
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que son las mismas que se utilizan en lo que se refiere al
control lMicrobiolbgico del agua y a la calidad de ésta.
Todo el proceso de la elaboracién de la tésis ha sido
un poco complicado, por los nlimerosos:imprevistos que se =.
han presentado, pero de las ﬁartes que se me han hecho més
diffciles, ha sido el montaje de las técnicas, ya que no -
contaba, ni con el material mAs indispensable para traba -
jar ( material de vidrio,agua destilada, gas,medios de cul
tivo y la obtencibén de la muestra), ademfs se tuvo que sen
cibilizar a la poblacibn que se .iba a muestrear, para que
nos permitiera entrar a sus domicilios a tomar las mues: i~
tras del agua ( 60 muestras aproximadamente), para ello se
tuvo que conseguir una gran cantidad de frascos Y someter-
los a esterilizacibén, para poder realizar un muestreo ade-
cuado, & por lo menos lo més cercano a eillo, otro de los -

problemas a los que nos enfrentamos, fue el que no tenfa -
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oS forma de transportanos para traer las muestras de la co
munidad, pero ésto se soluciond mediante la solicitud a la-
Rectoria de la UAQ de una Combi, el que se nos proporcioné-
por varios dias y ademhs de tomar las muestras de agua, tam
bien pudimos realizar la encuesta y recolectar las muestras
de heces fecales. En lo que se refiere a la encuesta, se -~
realizb para conocer el estado nutricional de los nifios, su
nivel socioeconémico, el grado cultural de los padres, otras
de las preguntas que rezlizamos en la encuesta, tenian como
finalidadconocer, si el nifio habfa padecido en las fltimas
dos semanas diarrea y cuales eran las caracteristicas de é§
ta, color, aspecto, cantidad, frecuencia de las evacuacio -
nes, tambien se cuestionaba de gue si alglin otro miexbro de
la familia habfa & ha pvadecidc diarreca frecuentemente.

=l tipo de alirentos que consumfa y la frecuencia con-




la que consumfan determinado alimento, por ejem, huevo,le.s
che, carne,fruta,verdura,cereal, pan, tortilla, refresco, -
etc. Otras de las preguntas que se incluyeron, fueron las 4}
de que si tenian bafio,fosa séptica § defecaban al aire 1i -~
bre, en donde recolectaban el agua que ingerfan, si tenian-
tinaco, aljibe, cubetas, tambos, etc, con el fin de que cuan
do tomaramos las muestras pudieramos contar con mis datos a
cerca de los nifios que se iban a muestrear y en base a esos
datos obtenidos tratar de relacionarlos entre la gastroen -
teritis y el consumo de alimentos contaminados, & con el -
agua de consumo de éste ejido.

Otro de los obsthculos que se nos presentaron, fue el-
de tener un lugar adecuado para almacenar las muestras, des
de su recoleccibén hasta el momento de su procesc y sobre -
todo que éstas se conserven en buen estado.

Tambien tuvimos que enfrentarnos a la carencia de per-
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sonal adiestrado para el muestreo y la recoleccibn de nueg
tro material ( tanto de la muestra, como la aplicacibn de -
las encuestas), aunque ffie con un poco de trabajo se logrb-
formar un pequefio grupo de 6 personas el cual lo integramos
de las siguiente manera; tres laboratoristas de la “scuela-
de Medicina, un alumno de la Escuela, La Dra: Guadalupe Sa-
lazar Pérez y yo.

Para mantener las muestras en refrigeracibn acudimos a
el Centro de ®studios Académicos y de Contaminacibédp ambiens
tal( CEACA), ¥ a los laboratorios de la Lscuela de Medici-
na de la Universidad Autonoma de Querétaro, donde se ha lle
vado a cabo la mayor parte del Trabajo. En el CEACA, tuvi-
mos la asesoria de paete de la QB. Guadalupe ilartinez, tan
to en el montaje de las técnicas, como en el almacenamien-

to de las muestras.

-198-



Y desplies de haber sorteado toda &sta clase de ﬁenélij
dades y ostéculos, creo que por fin estoy llegando a la me-
ta cumpliendo con los objetivos que me trace al iniciar el-
trabajo y més que nada aunque ha sido un poco tardaddo, la-
experiencia que he adquirido es maravillosa, ya que nunca -
pensé en cdicarme alla Investigacién y ahora es uno de los
campos donde me siento més realizada, que aunque fueron mus
chos los retos a vencer, me he relaconado con mucha gente-
valiosa y ademfs he encontrado apoyo como por ejem, el QFB
Jorge Carlos Hernfndez de Diego, La Dra: Guadalupe Salazar-
Pérez , nuestra asesora dé ﬁroyectos, Silvia Vega Gleason y
con especial gratitud al Dr: Victor Manuel Calderémn Calderén
ex director de la Escuela de Medicina y al Dr.Carlos Alcocer
Cuaron Actual directoy de la Escuela de Medicina, que son -
los maestros que m&s han colaborado y apoyado los planes de
Investigacibn, as{ como tambfén un especial reconocimiento-

al Licenciado Braulio Guerra lMalo, actual Rector de la UAQ-
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que ha colaborado grandemente en cuanto al apoyo a los pro
gramas de asesoria para la Investigacibn, que por ahora -
son trabajos sencillos y no de mucha complejidad, pero cre
0 que al paso del tiempo van a ser un poco mis grandes y =.
sblidos, en la medida que se avance en cupnto a los cursos
¥ asesorias que se toman y de &sta manera alcanzar un nivel
més alto tanto en material como en conbcimientos.

Algo que quiero mencionar y que considero de las cosas
mAs importantes que me han sucedido a lo ¥argo de la elabo-
racibn del proyecto, es el beneficio que obtubimos al mues-
trear en el poblado de “anta Maria tlagdalena, ya que hemos-
tenido contacto directo con las personas afectadas y hemos-
podido observar vivamente las condicones reales en las que-
se encuentra la comunidad a estudiar y en general la mayo -

ria de nuestras comunidades y hablo en plural, por que asi-



como se encuentra la comunidades que elejimos para ttrabajar,
de la misma manera se encuentran muchas otras comunidades =
en 1o que se refiere al estado socieconbmico, nutricional,-
educativo, condiciones de vivienda e higiene , etc, si no Z
son iguales si muy parecidas a la nuestra, y sunque sea po-
ca la informacidén que se obtenga, ya es un abance muy gran-
de al tener en nuestro archivo los datos recolectados de &s
ta poblacibén y asi conocer en la medida posible el grado de
contaminacién, tanto de su agua de consumo, como de su po -
blacién y posteriormente realizar un estudio comparativo, -
tomando como grupo testigo una poblacién que tenga caracte=’
risticas similares a Santa Marf{a [agdalena, pero que no ten
ga acceso a ningin canal de contaminacién como en &ste ca -
so es el Yanal del Arenal, se ha pensado un poco en la po -

btacién de Amazcala, pero ésto es a futuro.
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Capitulo IV.

CONCLUSIONES.




CONCLUSIONES.

Este es el iltimo capitulo de mi trabajo y después de
tanto tiempo de estarlo elaborando, se siente unopoco de -
nostalgia y a la vez mucha alegria, por que por fin se lle
ga a la meta trazada ¥y se busca escalar un peldaifio més en
la vida profesional.

Desplies de volcar una serie de datos en &stas hojas -
y mls que nada una serie de experiencias tanto negativas -
como positivas e independientemente de los resultados del
trabajo, que si bien no fueron los que esperaba, § por el-
contrario, que sea mls de lo que suponfa encontrar, de cual
quier modo considero que los datos obtenidos a lo largo de
éste proyecto van a tener una gran utilidad ya sea para -
proyectos futuros & bien para continuacibén de &stos mismos
6 de otros, por &stas razones creo que lo importante es que

se siga con éste sistema de titulaciones , ya que si es =
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verdad gue es tardado, pero tamb{én es una de las formas

por las cuales se puede aplicar el"Método Cientifico" -

y ademas se adquiere bastahte experiencia y muchas rela-
ciones, pars poder utilizarlas nosteriormente cuando ya-
nos dediquemos a ejercer nuestra carrera,

En lo que respecta a lasconclusiones de mi trabajo-
puedo decir que la relacibén entre las enfermedades gas -
trointestinales y el consumo de agua contaminada no es -
tan alta ya que los resultados que se obtuvieron atravéz
del proceso de la smuestras, nos confirman que si esté -
contaminada el agua, pero no a tal grado que sea Jjusta -
mente la causa de la alta incidencia de las enfermedades
gastrointestinales en el ejido de Santa llarfa “‘agdalédna-
ya que existen otros factores contamimantes de nis peli-

gro y mAs frecuentes, como son‘ el contacto directo con-



el fecalismo al aire libre, la basura y. la ingesta de ali-
mentos contaminados con aguas negras, & manipulados por )
personas que carecen de todo aseo personal( no se laven -
las manos al manipular les alimentos),

Al principio del trabajo, se tenia otra idea muy di -:
ferente debido a que no se conécifh a la pobalcibn tambfen-
como ahora y se pensaba que todos los habitantes consumian
el agua del Canal del Arenal, de ah{ que se suponia que la
cﬁuea dé la parasitbsis,-fuera el consumo del agua conta =
minada, pero shora conocemeos gque un alto porcentaje de la
poblacién (60%), tiene agua entubada y que solo una pequeiia
parte de la poblacibn tiene acceso awias aguas de éste ca-
nal para utilizarlas como agua de consumo humano y como sé
realizaron varias visitas a la poblacién se observaron més
de cerca éstos factores que se mencionaron arriba, y que -

aunque nuestra hipbtesis no haya sido cierta ya tenemos -
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mis armas para poder atacar el problema en la forms més o=

adecuada, ademis que todos los datos se quedan en un archi

vo,aqui en la Escuela de fledicina , para posteriormente po

ger utilizarlos, cuando,sea necesario, ademfs que se puede
.seguir el mismo método para Investigar algunos problemas -
de parasitésis en poblaciones similares a nuestro modelo.
De acuerdo a las cifras que se tiene de los anélisis-
del agua en el Ejido de Santa llarfa 'lagdalena, aunque las-
cifras del recuento total no son muy altas , en la mayoria
de las muestras, no se puede considerar :de todos modos co
mo agua de buena calidad, debido a que las que salen con -
mayor nfimero de bacterias, son las muestras que se tomaron
de los lugares donde se almacena el agua( ollas), ¥ las -

muestras gue nos proporcionarom de los garrafones en su ma

yoria nos muestran resultados negativos, quedandc entre -
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.

8stas doe las guestrye gque dan un numero nedio y son las que
se tomaron de algunas de las llaves de la red de distribu .-

cidn normal, vor lo que no se puede considerar, ni que el -

agua sea potable, ni que esté tan contaminada como para que-

sea la causa de los problemas gasfrointestinales de la pobla

cibn, que siguen siendo frecuentes, por que segiin la encues-—
ta yue se realizd hubo bastantes familias que presentaron -
cuzdres de infeccidén intestinal agudo en por lo menos uno de

sus miembros.
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