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INTRODUCCION. 

El agua es un elemento indispensable para la vida,pero 

no solo importa su disponivilidad, sino tambíen su calidad- 

(1). 
El agua para consumo humano debe estar libre de micro- 

organismos patógenos y tener bajas concentraciones de sus - 

tancias químicas ó de otra índole, que puedan presentar un- 

riesgo para la salud humana. 

(2). 

La Organización Mundial de la Salud(0MS),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 

nitaria del agua, es directamente proporcional a:1a poten- 

cialidad que tiene de convertirse en un factor negativo pa- 

ra la salud, al provocar enfermedad. Los informes elabora - 

dos nor la OMs, indican que el 80% de las enfermedades que- 

se producen en los paíces del tercer mundo en desarrollo co 

no México, en su mayoría son causadas por la contaminación. 
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Si no se toman medidas sanitarias sobre los desechos - 

humanos y animales, los cuales contaminan con vírus, bacte - 

rias, parásitos y hongos patógenos, contribuyentes escencia- 

les de la contaminación a las fuentes de abastecimiento de 

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

del vital elemento, así como a la red de distribución de 

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

enfermedades infecciosas producidas por los microorganismos- 

patógenos. 

Las investigaciones de las medidas sanitarias, así co- 

mo los métodos de prevención y control de contaminación de - 

las aguas, aunado a los procesos de tratamiento del agua, 

LU son utilizados con el fin de prevenir las enfermedades que 

se transmiten fácilmente por medio del uso del agua contami- 

nada (2). 

Las formas de evacuación de los desechos humanos, que - 

en nuestra región, querétaro,es decir, en nuestras zonas ru- 

rales, se efectúa al aire libre. 



( fecalismo al aire libre), ésto provoca que se produs 

can criaderos de moscas y que al posarce sobre 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 

liemo al aire libre es la causa principal de la contamina - 

ción del agua, aumentando el problema los deschos industria 

les. 

La recolección, tratamiento y evacuación 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 algún tipo de - 

desecho, que puede clasificarse en 8 categorías en general- 

que son: l.- Agentes infecciosos. 

2.- Residuos que consumen oxígeno. 

3.- Nutrientes de plantas. 

4.- Sustancias químicas. 

5.- Sustancias Orgánicas. 

6.- Sedimentos y otros elementos sólidos. 

7.- Material radioactivo. 

8.- Calor. 

e 
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Para determinar el efecto contaminante de éstos - 

elementos, es necesario contar con datos objetivos, que - 

deben de indicar con exactitud las tasas de reacción pro- 

yectadas, el medio ecológico existente y los cambios futu 

ros en el sistema acúatico. Por otra parte las variaciones 

en los caudales de flujo, niveles de reflujo, nutrientes- 

adiciones térmicas, efectos de toxicidad, de olores y sabo 

res, así como de otras variables que tambíen son importan 

tes, no so'0o vor su efecto sobre la salud pública, sino- 

en cuanto al tipo y grado de contaminación que provocan,- 

teniendo que especificar cual será el tratamiento que de- 

be de utilizarse para los diferentes tipos de aguas con - 

taminadas. 

Tambíen e importante el diseño y la selección de di- 

chos tratamientos, así como la evacuación de las aguas - 

servidas, que se deben de incluir.tanto en los estudios - 

de "Tratabilidac de un residuo", y en l= eliminación re - 

ferida a la contaminación de sólides, provenientes de la- 

sexsración de ¡fauidos.(3). 



- 

Además de determinar el tipo de conmtamineción bio - 

lógica; el agua debe ser en la medida posible, cristalina 

e incolora y no debe tener olor desagradable. 

La aplicación de estos sencillos criterios, pueden - 

ser prácticos, pero difíciles de realizar en los paíces - 

en desarrollo como México, donde hay escasez de personal- 

capacitado,además la falta de laboratórios equipados ade- 

cuadamente, en sí nuestra infraestructura es muy deficien 

te para llevar a 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 podrían hacer avances considerables, si = 

se tomaran en cuenta los requisitos que consideramos mí - 

nimos e indispensables en la calidad de el agua y de esa- 

manera estableceriamos métodos sencillos y eficáces de- 

análisis. La anlicación vráctica de medidas de seruridad- 

y control, basadas en la vigilancia constante y eficáz, - 

para no permitir la contaminación de el agua, evitaría en 

gran parte la cantidad tan enorme de brotes infecciosos,- 

By 

R s ss



que producen la trasmición de las enfermedades ocasionadas- 

por dicha contaminación,y en general garantizaría la dispo- 

nibilidad del agua segura.(2?). 

Muchos paíces en -“esarrollo como México y algunas de- 

sus ciudades más importantes industrialmente hablando como 

lo son: Salamanca, Monterrey, Guadalajara, León, Querétaro, 

etc, por mencionar algunas, en los últimos años han tenido 

un gran crecimiento industrial, están afrontando un grave- 

problema en cuanto a contaminación química de sus aguas, - 

devido a que las nuevas industrias vierten sus desechos en 

los canales 6 en las aseguias, las cuales son utilizadas - 

por nuestra población rural, para lavar la ropa,aseo de la 

cas, aseo personal, riego de cultivos y en my pocas oca - 

siones, pero cue sí ha sucedido, para consumo humano y des 

núes de todo ésto se agrega el uso de productos químices - 

azrícolas en los cultivos. 



7a que nos es “ifícl evaluar el efecto tóxico de los con- 

taminantes químicos a corto plazo, sobre la salud, en especial 

cuando la concentración es baja y su duración es »or largo - 

tiempo. Estos contaminantes pueden ser; metales pesados, com + 

puestos organoclorados y sustancias resistentes a la biodegra- 

dación .(2). 

esta problemática ya existente en nuestro Estado de Qneré 

taro, está aumentando día a día y es de suma importancia tra - 

tar de forma urgente e inmediata el darle una solución. 

De la información antes mencínngda, puedo decir que las - 

formas de la contaminación son muchas y muy variadas, algunas- 

se detectan con material y equipo m7 sencillo y además accesi 

kle a nuestros recursos económicos, pero algunas otras formas- 

de contaminación, reguieren para su detección de materiales y- 

de ecuipo muy sofisticado y de técnicas .uy complicadas, nor - 

lo que nos resultaría imposible realizarlas devido a que éstas,



las cuales no están a nuestro alcance. la cortaminación b10' 

lógica del agua de consumo se encuentra dentro de la pri - 

mera clasificación, por lo que creo que al realizar el moni 

toreo del agua de consumo, en una de nuestras comunidades - 

rurales, se van a obtener datos de suma importanciía, ya que 

vamos a tratar de conccer el grado de contaminación y rela- 

cionarlo con la incidencia de enfermedaes gastrointestina * 

les que padece la población y en base a éste dato, se tra - 

tarA de buscar alguna solución y/o alternativa de mejora - 

miento en cuanto a la calidad del agua. 



a).- OBJETIVO. 

El ejido de Santa María Magdalena, es una población que 

se encuentra ubicada al lado Noroeste de la ciudad de queré- 

taro, a una latitud de 101º 57', con una longitud de 20"37'- 

y una altitud de 1,830 M. sobre el nivel de el Mar, 

El poblado cuenta eproximadamente con 9,000 habitantes, 

los que forma alrrededor de 657 familias. 

La población cuenta con una escuela primari y un Kinder 

Garden; la mayoría de los habitantes económicamente activos- 

son obreros de las fábricas aledañas a la zona, por lo que - 

los servicios médicos son absorvidos en su mayoría por el - 

IMSS, los que carecen de éste servicio, son atendidos por - 

el Mospital Civil y la Secretaria de Salubridad de la ciudad 

de Guerétaro. 

Ahí en la población se cuenta con los servicios médicos 

de un partícular, que funciona desde hace varios meses.



Se instaló el drenaje y se empedró la zona central de la po - 

blación, desde hace más de un año. 

En un recorrido que se realizó por la población, se hizo 

de nuestro conocimiento, que había varias manzanas en las que 

carecían de agua desde hace varios meses, por lo que hasta la 

fecha se ha sustituído por la provición de carros bomba que - 

llegan hasta la población para surtirles de éste líquido. 

En los alrrededores de la población existen grandes ex - 

tenciones de Áreas de cultivo, las que se están perdiendo, de 

vido a que a la población la rodea un canal, llamado, el Ca - 

nal del Areanal, al que una gran parte de las industrías cer- 

canas vierten sus desechos y éstos a su vez son utilizados en 

númerosas ocasiones por los campesinos para regar sus sembra- 

díos, para el baño personal y labado de ropa orincipalmente,- 

, 
50r :c que CONSiacramos que la mayoría de los habitantes,



de »anta «aría Magdalena, se encuentran en una u otra fo£ma ex— 

puestos a contaminantes en forma constante, sin contar con las- 

corrientes de afre que llegan a los individuos que diriamente - 

esperan el camión a la orilla del canal, ellos están ingirien - 

de a jos microorganismos patógenos por vía respiratoría. 

for todos éstos factores se ha escogido,a ésta población - 

para un estudio de Investigación, en el cual se revisó la bi. - 

bliocrafía de las técnicas ya existentes a cerca del control y- 

monitoreo del agua, para que en base a las características par- 

tículares de la población, se establesca la metodología más ade 

cuada y en esa forma poder mejorar su calicad, de manera aug - 

Éstos estudios tambíen sirvan como modelo, para otras poblacio- 

nes eue tenran las “ismas características ó que sean semejantes 

y que presenton un problema similar, para que las soluciones - 

cue acuí Se >lantean puedan servir para resolver ó al menos dis 

minuir el nroblema. 

M 1 



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 número de habitantes se tomó un 

10% de la población total, que son aproximadamente 70 fami- 

lias a estudiar),para que mediante las pruebas resultantes, 

se pueda dar un poco de asesoramiento a la población, inten 

tando el mejoramiento de sus habitos de limpieza, tanto en- 

los tinacos 6 lugares donde almacenen su agua, como en la - 

de sus alimentos, ya que en mumerosas ocasiones, el agua - 

viene por la tubería un tanto cuanto pura, pero al llegar a. 

los lugares de almacenamiento, es ahí donde se contamina y- 

todo ésto provocado unicamente por la falta de aseo en sus- 

recipientes de almacenamiento. 

Existen varios métodos sencillos para la purificación 

del agua por ejemplo:1.- La ebullición del agua por 15 mi- 

nutos, 

-1 2- 



y 2.-La clorinación; éste último se recomienda por su sencilléz 

de aplicación principalmente, bajo costo y eficacia. 

Para éste méfodo solo es necesario aplicar cierta cantidad 

de cloro, por cada litro de agua, en forma periódica, dependien 

do del gasto diario que se tenga del «gua, ésto se hace con el- 

fin de disminuir un poco el grado de parasitósis tan abundante- 

aquí en el Estado de Querétaro, tanto en las ciudades, como en- 

las poblaciones rurales. Por los datos estadísticos que se tie- 

nen, Querétaro es uno de los Estadós que ocupan los primeros - 

lugares de parasitósis a nivel Nacional, ñor lo que en alguna - 

forma se está tratando de disminuir la contaminación biológica 

y vor consiguiente la trasmición de las enfarmedades causadas 

por los microorganismos que contaminan el agua de consumo. 

-13-
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CAPITULOTNT.



a).- RECOLECCION DE LA MUESTRA. 

Recolección, Conservación y almacenamiento de las mues 

tras. 

La recolección, almacenamiento y conservación de las mies- 

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 límites y factores disponibles, como son; tiempo, 

dinero y recursos humanos. En el estudio sé pueden usar un nú - 

mero pequeño de muestras, lo que se requiere unicamente,es que- 

sea una representación adecuada de el tipo de agua y de el tama 

ño de el efluente que se va a muestrear. 

El número 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 tambíen participar en la planeación 

de las pruebas microbiológicas específicas que son necesarias, 

el número de análisis que pueden llevarse a cabo y el equipo - 

que se requiere. Para la formilación final se dán algunas es- 

pecificaciones en cuanto al tiempo y condiciones finales de - 

muestreoprincipalmente, ejem, se puede mencionar la variación- 

de la temperatura, de acuerdo a las estaciones del año, así - 

como las cantidades de flujo del agua, que tambíen se toman en 

cuenta de acuerdo al periódo de lluvias; estos dos factores - 

pueden ser importantes, para conocer el periódo ideal en el - 

que se debe efectuar el estudio, basandose en la temperatura - 

óptima de crecimiento, a la cual se pueden desarrollar los mi- 

croorganismos contaminantes. 

Los recolectores de las muestras conocen exactamente la- 

localización del lugar donde se va a muestrear y deben de es- 

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

-1 5= 



recolección. 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 información que sea necesaria a cerca de la mues 

tra, para que pueda tener un significado en la evaluación, así 

como en la interpretación de la información del laboratorio. 

Las técnicas de la recolección de la muestra, para aná- 

lisis Microbiológicos, 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 caracterís- 

ticas de muestreo, el sitio y el tipo de muestra,que se va a- 

requerir para el análisis, y dependiendo del tipo de muestra, 

así serán las técnicas,tanto de muestreo como de análisis, ejem 

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

=16=



sidual, agua de lagunas, agua de charcos, agua de aljibes, - 

agua de pilas, piletas, agua de estanques, lagos, albercas, - 

baños, aguas clarinadas, ( aguas de descho desinfectadas con- 

cloro), una vez estando bien determinadas sus característira.- 

Cas, se procede a realizar el análisis, por ejemplom grado de 

contaminación, tipo de microorganismos Patógenos. de la mues 

tra,¿de dónde proviene la contaminación?, 6 simplemente para=- 

un control de calidad periódico. 

El tamaño 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 específi - 

cas, pero se pueden dar las siguientes indicaciones generales: 

l.- Utilizar, Trecipientes, bolsas, frascos y materiales en - 

general, que estén previamente esterilizados para la recolec..cr 

ción , ( haciendo uso de el autoclave, según el caso a 121 - 

«7 



por un periódo de ?0 minutos, 6ó en el horno a 180 C por 30 min. 

6 1?Oºº por una hora), es necesario cubrir con papel aluminio ó 

con papel destraza el material que se va a esterilizar, para - 

protegerlo de contaminaciones ulteriores durante el manejo. 

2.- Al recolectar la miestra, se deben de evitar contaminacio - 

nes del ambiente, tales como: polvo,tierra,saliva, descargas na 

sofaríngeas, 6 de cualquier otra naturaleza. 

El recipiente 6 bolsa se abrirá justamente lo necesario pa 

ra introducir la muestra y hecha ésta maniobra, se vuelve a ce- 

rrar y a cubrirse tal como estaba originalmente; no se conside- 

ra necesario durante la maniobra la utilización 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 además tambíen deben de estar libres de sustancias — 

que pudieran afectar la viabilidad de los organismos contaminan 

tes que se encuentran presentes en la muestra. 

-18- 
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4.- Es recomendable identificar claramente mediante rótulos 6- 

etiquetas, los recipientes antes de colocar en ellos las mues- 

tras a fin de evitar confusiones, si se ha de tomar más de una. 

.- En el informe ó acta anexa, se consignará en forma perti..- 

nente que pudiera afectar a la prueba ó al valor del resultado, 

a fin de que el laboratorio tome en consideración éstos deta - 

lles y desarrollar una prueba correcta, por ejemplo la posibi- 

lidad de la presencia de algín conservador, un olor 6 un color 

desagradable y desusual, sus condiciones de temperatura, con - 

servación,protección contra agentes contaminantes, etc. 

6.- Toda medida que se tome para acortar el tiempo comprendi - 

do entre la recolección y la llegada de las muestras al labora 

torio, contribuirá notoriamente a evitar falseamientos en la - 

imnágen Microbiológica del análisis del agua, los cambios que - 

puedan surgir y sufrir durante su transporte, son tanto cuali- 

como cuantitativos y generalmente se pueden encontrar cífras - 

Tavores a las que originalmente había en la muestra, como re - 
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sultado de la proliferación de un grupo partícular de microorga 

nismos, 6 bien menor cantidad de ellos, si es que está presente 

un grupo antagónico. 

=s evidente que cada situación plantea problemas específi- 

cos en el muestreo; estimamos sin embargo que la conclusión de- 

éstas consideraciones y de las que se señalan en cada tipo de - 

muestras, en partícular, permitiran al inspector seguir una me- 

todología adecuada para los objetivos de muestreo y control sa- 

nitario del awua. 



RECEPCION DE LA MUESTRA. 

Introducción. 

Es importante la intervenciónm de un Químico en la super 

vición del trabajo de recepción de la muestra que llega al - 

laboratorio. 

a.- Para constatar el correcto cumplimiento de las indicaciº 

nes. 

db.-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 distribución de las miestras, si es que 

han de intervenir más de un laboratorista en su estudío. 

?rocedimiento. 

1.- Al recibir la muestra en el laboratorio se debe - 

constatar la clave escrita en el recipiente con el acta 6 - 

documento que la acompaña. 

2.-Dar el número de control interno, con el que será mane — 
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jada la muestra dentro del laboratorio. 

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

en el acta de miestreo 6 de inspección. 

4.- Se revisará la fecha de recepción de la muestra, así - 

como la hora de su llegada . 

.- Comprobando que no ha ocurrido der-amamiento del conte= 

nido del recipiente y que el embase se mantiene íntegro, li 

bre de perforaciones, rasgaduras 6 roturas de cualquier ti 

po. En éste último 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 caracterís 

tica que sugiera cambio ó alteración del producto, por ejem. 

decoloración, enturbiamiento, cambio de olor, formación de- 

películas 6 sedimentos, desintegración, 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 transnortación refrigerada.



. 

4 

8.- Zistribuir la muestra recibida a la mayor brevedad al la- 

boratorio 6ó laboratorios que han de intervenir en su análisis. 

RECIPIENTES PARA LA MUESTRA. 

l.- Frascos para la muestra. Los frascos adecuados para la - 

muestra, deben de ser de material resistente, para que sopor- 

ten las condiciones de esterilización a que son sometidos, - 

así como la acción de algunos solventes.Los frascos deben de- 

ser de preferencia de borosilicato( vidrio), de boca ancha y- 

y con tapón de rosee: ó puede ser tapón de vidrio, tambíen se 

pueden utilizar frascos de plástico que sean resistentes al - 

calor, los cuales se puedan utilizar sin que al esterilizar - 

los produscan m:teriales tóxicos. l tapón debe ser de rosac- 

ya que éste no permite que haya acción bacteriostática 6 pro- 

ducción de compuestos nutritivos durante el proceso de este - 

rilización. 
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ESTERILIZACION Y LIMPIEZA DE LOS FRASCOS. 

Los frascos para la muestra pueden ser de menos de l125ml., 

con ésta capacidad ya tenemos un volúmen adecuado y además -- 

queda espacio para mezclar perfectamente antes de que el agua 

sea analizada. Los frascos de 250, 500,y 1000 ml tambíen son- 

usados para numerosos análisis, pero con menos frecuencia. 

Los frascos que tengan astillas, roturas 6 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- 

fista última, 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 éste modo detectar la presencia de agentes bacte- 

riostáticos 6 residuos inhibitorios para algunos microorganis 

mos. 
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AGENTES DE CLORINACION. á 

El cloro es el agente que más frecuentemente se encuen- 

tra en los frascos de las muestras de agua y de las aguas re 

sidúales. La adición de tiosulfato de sodio a los frascos de 

muestra antes de la esterilización, a una concentración de - 

la solución de 106 ( se agrege 0.1 ml por cade 125 ml de vo- 

lúmen de muestra (1) ), esta concentración neutraliza apro - 

ximadamente 15 mer/ 1t de cloro residual. 

AGENTES QUELANTES. 

La nrresencia de un agente quelante en los frascos de - 

muestra puede quedar adherido a él en el momento de muestrear 

sunuestamente si contiene más de 0.01 mer/lt de metales pe- 

s"dos, como son: Zinc, Níquel,Plomo,etc, ya se considera con:- 

taminado. 

Para éstos casos, se agrege una solución que tenga u¿a— 

concentración de 15% de tetrecetato de etilendirmina ácido - 

(EDTA), * con sal de tetrasosio agres”ndo solo 0.3 ml de és- 

ta solución por cads 125 ml de volúmen de muestre, antes de- 

esterilizar, se neutraliza la acción de éstos arentes quelºg 

tes robre las bacteries. 

ENVOLTURA DE LOS FRASCOS. 

Pere evitar la contaminación de las tanas y los cuellos 
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de los frascos se cubren con papel aluminia ó papel destraza 

antes de la esterilización. 

ESTERTLIZACIUN DE LOS FRASCOS. 

Los frascos de vidrio ó de plástico resistentes al ca - 

lor se pueden esterilizar en el autoclave a 121 C por un pe 

riódo de 15 minutos, una alternativa podría ser la esterili- 

zación en seco por aire caliente, por un tiempo no menor de 

2 horas a una temperatura de 170 C. Otra forma que tambíen = 

se puede utilizar para éste tipo de material, es agregando - 

óxido de etileno a los frascos, que tambíen se utiliza para- 

les bolsas de plástico ó para los embases que no resisten - 

altas temperaturas. 

Los frascos ó recipientes que se esterilizan con gas se 

pueden almacenar toda la noche antes de que sean utilíza¿os, 

para dejar que todos los residuos Ó trazas de gas se disipen. 

BOLSAS DE PLASTICO. 

En el mercado se dispone de bolsas que practicamente - 

sustituyen a los frascos de vidrio ó de plástico ( Whirl- - 

pack),que se utilizan en el muestreo de sólidos 6 de alimen- 

tos. Los febricantes de bolsas indican que éstas están he - 

ches pera abrirse una sola vez, solo en el momento de mues - 

trear, ya que la bolsa es esterilizada antes de salir a la - 

venta. 
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A.- Frasco de vidrio con tapa de rosca. 

B.- Bolsa de Plástico ( Wirl-Pack). 

C.- Frasco de vidrio con tapón de vidrio. 



TECNICAS DE MUESTREO. 

Hay verias formas de muestrear, una de ellas puede serr 

recolección y muestreo a mano, ó bien puede utilizarse un _= 

aparato para las tomas del fondo de canales, lagos, pozos, - 

rios,etc, tambíen hay lugares donde se resuiere de sisteman- 

especiales de muestreo, debido a que el sitio señalado sea - 

de difícil acceso, por ejemplo, un muelle, un puente ó un - 

banco adyacente a las superficies del agua. 

Muestreo de aguas clorinadeas. 

Cuerndo la muestra es de rguas residuales desinfectadas- 

ó tratadas con cloro, bien puede ser :gua residual, de cen - 

tros de recreación, como slbercas y baños, por lo que a los- 

recipientes donde se vr amuestrear se les agresa un agente - 

desclorinador como los ue se mencionaron anteriormente.' 

Nuestreo de superficies a mano. 

Para éste método se nueie utilizar un gencho nue sos - 

tenon el frasco de monitoreo. 

Se debe investigar el lugar, etiquetar el frasco, mues- 

trear e inmediatamente cerrar el frasco verfectamente con su 

tana de rosca y cubrirlo con el papel aluminio, para vrote- 

£erlo de l? contaminación. 

—21 - 



Mquí se ilustra la forma de muestrear 

superficies a manoos 



reo requiere de un equipo que llegue a cierto nivel d.e. 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 más e“sctivas son las que se realizan 

con un cable muy largo, echo <e material resistente como el - 

acero. 
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SECCION b).— TECNICAS. 

Parta TIT A. 

ESTANDARD PLATE COJNET. (SPC). 

Recuento total de bacterias (RTB).



b.- METODOLOGTA. 

Metdos analíticos. 

Parte III. Sección A. 

Método del Estanderd Plate Count.(sPC). 

Método del Recuento Total de Bacterias. (RTB). 

l.- Sumario. 

El método del RTB, es una forme de medir - 

cuentitativ-mente y de una menera directa a les bscterias- 

aeróbicas y anaeróbicas facultatives que se encuentran en - 

las aguas del medio ambiente, ést=es bacterias se multipli - 

can generelmente en forma muy ránida, en medios selectivos. 

Esto se hace tomando uns muestra elícuota de agua y se colo 

ca en une caja Petri, se le agreg” el medio de cultivo( 

agar vera métodos estandard a un: temnerstura de licuefac 

ción, due no debe ser demsciado elev=da, nor que puede ma - 

ter les bacterias, 44-46%), se mezcl. nerfectamente la - 

muestra y el medio, prri nue haya un: corrects distribución 

de l-s bacterias en toda la caja. 

Cadr: colonia que erece en el medio vroviene de uns cé- 

lula bacteriona, 

nunque simun-s nertes de la ecsir retri no se rresten- 
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para hacer el recuento de les co]oniss, debido a que no' - 

reunan las condiciones adecuadas, por ejemplo,que no -se — 

haya mezclado bien el medio y le2 muestra, por lo que el * 

crecimiento se va a observar únicamente como un amontona-— 

miento de colonias, ó que se produgsca alguna contaminación, 

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.- Acción y Aplicación. 

Esta técnics es muy simple y útil para la determina - 

ción de la cantidad de bacterias en el agua potable, por - 

lo que se usa en el control de calidad de los procesos de- 

tratamiento del agua. 

El método del RTB, ofrece un proceso que nos ayuda a- 

mejorir la calidad bacteriológica del agua, distribuida por 

los sistemas de la red públiva. 

Tambíen nos permite conocer la efectividad de la clo 

rinación de los sistemas de agua potable y permite detec- 

tar la presencia de posibles conexiones de contaminación- 

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.- El frasco de la dilución 1:100 se agita vigorodamente 

y las diluciones siguientes se hacen con muestras alícuo- 

tas ( pasando 1 ml)del frasco anterior a los frascos en - 

blanco, se utiliza una pipeta estéril en cada ocasión, que 

se diluye le muestra y entes de hacer la dilución se <£i- 

ta vigorosamente el frescowpara una correcta distribución 

de las bacterias. . 

6.- Cuendo una alícuota se deja caer en el frasco, la pi- 

peta no debe entrar más de 2,5 cm por debajo de la super- 

ficie de la muestra. 

4.- Preparación del afar. 

l.- Para la preparación del agar, se realiza de acuerdo - 

e las indicaciones que trae cada frasco de polvo deshidra 

tedo y ya que está preparado se mete a esterilizar,por - 

un periódo de 15 e 20 minutos, es muy importante 'qué el - 

tiempo sea exacto, ya que si éste permanece por más tiempo 

a elevadas temneraturas, se pueden desnaturalizar las pro 

teínes que comvonen el medio y por lo tanto éste ya no - 

sirve. 

Tambíen es importente aclarar que cuendo se esterili 

za el medio de cultivo y no se utilize de inmediato se - 

puede muardar en el refrigerador, por algún tiempo, ó bien 
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si se prepara y se deja sin esterilizar, tambíen se pueden guar 

dar en el refrigardor por algún tiempo, hasta el momento en que 

se van a utilizar 6 desples derretirlo a baño María a 100%, en 

éste caso tambíen es importante que el medio no dure mucho en e 

el baño, 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 Éste, produciendo gru = 

mos 6 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 baño Mafia, manteniendo un termóme - 

tro sumergido en el baño en un frasco por separado, para checar 

la temperatura. 

5.— Preparación del sembrado. 

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

ción, aunque se utilice un tamaño más pequeño. 
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be= Se marca cada caja y se ordenan adecuadamente, se picpg 

ra un blanco para checar cada dilución, enincluso las dilue: 

ciones conocidas, se le anota la fecha y alguna otra in:or:¿_ 

mación que sea necesaria e importante. 

3.- Con una pipeta limpia y estéril, tomar una alícuota de- 

cada dilución y col¿carlas en las cajas de Petri respective 

vas de acuerdo a sus etiquetas, para el proceso se utiliza- 

una pipeta estéril en cada dilución y en cada transferencia. 

4,- Despúes de obtener la alícuota 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 caspila 

ridad, evitando de éste modo posible contaminación. . 

5.- Para disminuir el número de bacterias que aparecen en - 

la miestra, ninguna de las diluciones se debe de preparar - 

en la caja. Todo ésto se efectúa en 20 6 25 minutos. 
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6.- _ Vaciado del agar a las cajas.de Petri. 

l.- Usando el termómetro para el control de la temperatura del 

baño, checar la temperatura del medio antes de vaciarlo. 

2.- Vaciar más 6 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 alícuota de prueba. Mezclar el me- 

dio inoculado cuidadosamente, evitando salpicar las paredes y- 

en general el interior de la caja . 

Se dá a continuación una técnica 6 recomendación para la 

rotación de la caja. 

Se gira 5 veces a la derecha, 5 veces a la izquierda, 5 - 

veces hacia atrás y 5 veces hacia adelante. Tambíen se puede - 

rotar-en forma de 8 ó 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 muestra -< 

piloto, éste control nos sirve para checar la efectividad de -



la pipeta estéril, las cajas, el agua de dilución, el medio, 

etc. 

7.- Incubación de las cajas. 

l.- Despúes de que el medio ha solidificado ( generalmente- 

10 minutos despúes del vaciado), invertir las cajas e incu- 

bar de inmediato a 37C. 

2.- Incubar todas las muestras de agua que están sometidas- 

a la prueba exepto, la caja de control, las demás se incu»- 

barán por un periódo de 49 Ers * 3 Hrs a 37€ *o.5c y la 

caja control se incuba a la misma temperatura pero por un - 

período de 72 Hrs. La incubación 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 

ñas, 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 edecuada por el incubador y que a - 

la vez la temperatura sea uniforme en toda el Áárea de incu - 

bación, para mantener el equilibrio. 

8.- Recuento y registro de las colonias. 

Despúés del periódo de incubación, se examinan 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, así como un vidrio de aumento para observar mejor las co 

lonias, además tiene una fuente de luz y se puede adicionar- 

un contador de mano para mayor control. 

Para el conteo se puede utilizar un contador electróni- 

co, que cuente y registre las colonias al mismo tiempo, que- 

se marquen en el tabulador y nos dé el resultado automática- 

mente cuando finalice el conteo. 

El contador de colonias está disponible para el recuen-



to de todas las colonias, pero esvecialmente las más gran- 

des, éste contador está provisto de un registro digital y- 

una pantalla visual para la revisión y el recuento de las- 

colonias de la caja Petri, aunque tengan diferentes tama .- 

ños. La posición del contador de colonias varía de acuerdo 

al número y tamaño de las colonias por caja. El analista - 

puede comprobar los resultados periódicamente con los re.» 

cuentos del contador manual. 

Las siguientes indicaciones pueden usarse para el reporte- 

del SPC 6ó recuento total de bacterías(hT3) 

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

Se cuentan todas las colonias y se dividen entre el - 

vólúmen 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 demás cajas y se- 

dividen entre el yolúmen de prueba ( en ml1), como sigue: 



Suma de colonias. = SPC/ ml. 

Suma del volúmen de prueba en ml. 

Registrar la dilución utilizada y el número de colo - 

nias en cada caja y reportar como recuento total de bac - 

terias/ml. (SPC). 

Si se observa que dos 6 más diluciones consecutivas, 

se encuentran en el rango mencionado, se cuentan independ:.-1.' : 

dientemente de alcanzar el recuento final de la caja por- 

100 ml. Por medio de Éste cálculo, 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 dilución 1:100 y 1:1000 de la muestra, el cálculo- 

es de la siguiente manera: 280 = 28000/m1 y 34 

0.01m1 — = 34000/m1. 
0.001 

Reporte del valor final: 28000 + 34000 31,000 SPC/m1 
. . 
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be- Cuando todas las cajas contienen un total de menos de 

30 colonias. 

Si hay menos de 30 colonias en todas las cajas, registre- 

el número de colonias en la caja que se haya sembrado la menor 

dilución y reporte el recuento de la siguiente manera. 

Recuento de la caja. = 22 220 

Dilución de la caja. 0.1 
Reportar el recuento como: 

Cálculo del SPC/ml = 220/ml. 

C.- SÍ un ml de la miestra produce un recuento total menor que 

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

d.- Cajas en las que no hubo crecimiento. 

Si en todas las cajas de todas las diluciones se observa- 

que no hay crecimiento de colonias, el recuento se reporta co- 

mo menor que uno, ésto se hace en la caja que tenga la dilu - 

ción más baja. 

a



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 dilución menor de 6.1 para los cálculos y reportar - 

como menor que,en la forma siguiente: 

l 

dilución de prueba. 0.1 = menor que 10. 

Reporte el recuento: Recuento total de bacterias ( SPC) 

mayor que 10 ml. 

e.— Recuento en las cajas qué presentan un desarrollo de más- 

de 300 colonias. 

Cuando el recuento total de la caja donde se sembró la - 

dilución más alta, es mayor de 300 col, el recuento se multi- 

plica por el valor de la dilución que se usó en esa caja y se 

reporta como mayor que (SPC/m1), Por ejem, si en el duplicado 

de las diluciones de 1.0 , 0.1 y 0.01 ml de muestra, hay un 

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

se usa la dilución menor, pera que cuando se trate de hacer 

los cálculos ésta sea utilizada y se haga el repcrte en la - 
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1 en la forma siguiente: 

Recuento de la caja. . 

Dilución de la muestra. 

— M 34,000 por lo tanto: 
0.01 

el SPC es mayor que 34000/m1. 

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

da. 

La división cuadrículada que tiene el cuenta colonias 

puede servir de ayuda para el recuento, cuando se presentan e-! 

cajas con un número muy grande de colonias. 

Cuando en el recuento hay menos de 10 colonias úor enf 

se cuentan las colonias eristentes en 13 cuadros, teniemdo - 

asj”. una distribución representativa de las colonias. Se se 

leccionan 7 cuadros horizontales que se encuentran en forma 

consecutiva y 6 cuadras verticales tambíen an la misma forma - 

| para el recuento. 

Se suman las colonias que se contaron en los 13 cuadros 

y se multiplican por 5 para dar el valor calculado del número 



de colonias por caja ( éste valor es para las cajas Petri de 

L vidrio, que tienen un área total de 65 cmº), y para las ca -. 

jas de plástico se multiplica por 4.32( que tienen un área U 

total de 57 cu2). Cuando hay más de 10 colonias por cm? se 

cuenta un promedio de cuatro cuadros representativos por cm2 

y se mltiplica por el número de cm2 de la caja, para obtener 

el valor del número de colonias por caja, luego de hacer ésta 

operación se miltiplica por el recíproco de la dilución, co- 

nociendo así el valor del cálculo/ml. 

Cuando se encuentran cajas con más de 100 colonias por- 

cm2, los resultados se reportan como: SPC mayor que 6500, en 

el frasco de la dilución mayor. 

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

didas . 

En éste caso se revorta:-No hay resultado debido a la - 

gran extención de las colonias en crecimiento-, por lo que - 

las cajas son desechadas, sobre todo cuando la extención al- 



canza un Área mayor que la mitad de la caja. 

Cuando se pueden contar las colonias, que se encuentran 

en un área represetativa de la caja, es decir si se propagan 

en un Área que sea menor que la mitad de la caja se siguen - 

las siguientes indicaciones. 

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

d.- Contar cada extención de colonias como una sola, éstas - 

crecen como una capa fina entre el agar y la caja. 

C.- Tambíen cuando hay crecimiento en la película de agua -- 

que se forma en el borde de la caja, se cuenta como una colo | 

nia. 

d.- Ajustar el recuento para todas las cajas y reportar como: 

Cálculo del SPC/ml. 

h.- Registro de los datos. 

Se debe mencionar como información adicional, algunos de 

talles que hayan ocurrido en el transcurso de 1= ejecución de



la prueba, como por ejemplo,diluciones incorrectas, confu - 

sión de cajas, rupturas, contaminación del equipo que se — 

utilizó, - el material, medio ambiente, errores en la me 

dición, contaminación de las cajas de control, todo ésto se 

debe de reportar como accidente de laboratorio. 

i-e- Reporte de los resultados. 

Reportar el recuento y el registro de los cÁlculos del 

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

El valor del SPC puede redondearse como se indica en — 

las figuras significativas ( S.F.), obtenidas del siguiente 

prosedimiento. 

l.- 5.F. para un recuento real de 0-9 colonias nor caja. 

2.- S.F. " " " " 10-99 ".. " " 

3.- S.F. " " " 100-300 —" 1 A 

je- Precisión y exactitud. 

Prescott et al (7) reporta la desviación estandard del



recuento individual de 30 a 300 eolonías con una varia d 

ción de 0-30%. En las cajas hay un error del 10%, para- 

los recuentos de 100-300 colonias. 

En las diluciones tambíen tenemos cierto porcentaje 

de error y aproximadamente se considera que Éste es de - 

un 3%, en cada dilución y lo que al sumarlo aumenta el - 

porcentaje. Se puede esperar una gran variación 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 laboratório debe tener varios dupli- 

cados del análisis, 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 está 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 sección 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 características de la .- 

muestra de agua. Aquí la técnica que más se va a mencionar- 

es la del (NMP) Número Mas Probable, debido a que las otras- 

requieren de material con el cual no se cuenta. 

La sección se divide como sigue: 

l.-Definición del grupo coliforme. 

2.- Método del Numero Mas Probable. (NMP). 

3.- Diferenciación del erupo coliforme por las pruebas Bio- 

químicas.



l.- Definición del grupo coliforme. 

Las coliformes, 6 el grupo de coliformes totales, in 

cluye a todos los microorganismos eeróbicos y anaeróBicos 

facultativos Gram negativo, éstos microorganismos no for- 

man esporas y fermentan la lactosa, tienen forma de barra 

( bacílos), la fermentación de la lactosa sudede en un - 

periódo de incubación de 24-48 Hrs a una temperatura de - 

37%C. 

La definición tambíen incluye a los gérmenes del gé- 

nero de: Escherichia coli, Citrobacter, Enterobacter, - 

Klebsiella, etc. 

Aplicación. 

La prueba de las coliformes totales puede ser usada 

para el análisis de cualquier tipo de agua ó de agua rese ¿ 

sidual, pero ésta prueba ha tenido un mayor desarrollo y 

ha incrementado su empleo más específicamente como indi- 
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cador de la contaminación. 

Por lo tanto la prueba de las coliformes totales pue 

de ser usada y queda como indicador para la calidad bacte 

riológica del agua potable, de los sistemas de distribu - 

ción y los abastecedores públicos, por lo que la amlia - 

medición de la contaminación se decide por las pruebas a- 

Ééstas aguas. 

Utilmamente éstas pruebas también se están utilizane - 

do en el monitoreo del agua de mar. 

Aunque la mayoría de las muestras de agua pueden - 

ser analizadas por varias técnicas para el recuento del- 

número 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 éste procedimiento- 

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



. 

sas, el método del NMP, en númerosas ocasiones es utilizado 

más frecuentemente, sobre todo cuando el contenido de séli- 

dos 6 de sustancias tóxicas que contienen las aguas de dese 

chos industriales, es abundante. 

El método del (FM) por incubación retardada, es utili- 

zada en inspecciones 6 monitoreos, que son situaciones de - 

emergencia, cuando el método del NMP no se puede llevar a - 

cabo, debido al lugar donde se va a tomar la muestra, 6 - 

por que el tiempo y la temperatura límite ya no permite el- 

almacenamiento de las muestras. 

El resultado consiste en obtener, con éste método, la- 

información de las fuentes de contaminación de las diferen- 

tes muestras que se procesan(1,2), la aplicación de éste mé 

todo para una fuente de agua específica, se obtiene de estu 

dios preliminares por cómparación del Filtro de Membrana. 
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SECCION III- B. 

METODO PARA COLIFORMES TOTALES. 

Por el Número Más Probable. (NMP).



Prueba Presuntiva. 

Ver la figura III-B-2. e iniciar con la prueba pre - 

suntiva, colocar en hilera 5 tubos de fermentación que con 

tengan Caldo Lauril y colocarlos en ésta forma en las gras. 

dillas. Seleccionar los volúmenes de la muestra y etique - 

tar cada blanco de los tubos para identificar las diferen 

tes muestras y volúmenes inoculados. 

a.- Para el agua potable se utilizan 5 porciones de 10 ml 

cada una, 6 5 porciones de 100 ml cada una. 

b.- Para las aguas relativamente contaminadas, los volúme=. 

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 volúmenes pos- 

teriores se distribuyen como se hace con la muestra origi- 

nal. 

C.- Para conocer el grado de contaminación inicial de la- 

muestra original distribuida en las diluciones de los 5 - 



En éste paso se toma el inóéculo de los tubos de la- 

prueba presuntiva positiva y se pasan a tubos que conten--:. 

gan Caldo 'Lactosa Bilis Verde brillante (BBGL), que con 

tiene agentes selectivos e inhibitorios que suprimen a - 

todos los microorganismos que no sean coliformes, la pro 

ducción de gas despúes del periódo de incubación de 24- 

48 hrs a una temperatura de 37ºC, que constituye una prue 

ba confirmatoria positiva y en éste 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 periódo de 24 Hrs a una 

temperatuta de 37”C. Las colonias típicas y las que no 

lo son, se pasan a tubos de fermentación que contengan 

Caldo Lauril y agar nutritivo en tubo inclinado, la for- 

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



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

yen un complememto positivo de la prueba de las coliformes. 

El NMP por 100 ml es calculado según el NMP de la ta- 

bla, la que tiene su fundamento en los resultados de la - 

prueba confirmatoria completa. 

Aplicación. Ventajas. 

En el procedimiento del NMP, se utiliza el método del 

tubo de dilución, que 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'desínfectadas con cloro,- 

efluentes primarios y algunos otros tipos de agua. 

El procedimiento del tubo multinle es tambíen utiliza 

do para los casos en que las muestras por examinar, sean - 

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

secho, por que las partículas visibles no interfieren en - 

la pruebs. 



Limitaciones. 

Es cierto que las bacterias que no son de la familia 

coliforme, pueden inhibir 6 suprimir a las bacterias coli 

formes 6 actuar en una forma sinérgica en la fermentación 

del Caldo Lauril y producir resultados falsos positivos, 

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

ge analizan las aguas de los afluentes primarios, de las 

1 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 nítritos(4). Los resultados falsos positi- 

vos son más comúnes en los sedimentos. 



2.- Método del Número Más Probable. (NMP). 

Sumario. 

Este método detecta y calcula el número de las colifor 

mes totales en la muestra de agua, por las técnicas de la - 

mltiple fermentación 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 última la prueba complementaria. 

En la prueba presuntiva se utiliza una serie de tubos- 

de fermentación, que cóntengan Caldo Lauril, los cuales se- 

inoculan con una dilución decimal de la muestra de agua. 

La formación de gas, despúes de un periódo de incuba - 

ción de 48 Hrs a una temper::tura de 37%, constituye una - 

prueba presuntiva positiva, para el número de coliformes - 

totales. Sin embargo,elNIP se tiene que llevar a cabo atra- 

vez de la prueba confirmatoria, para que los rasultados sean 

váillidos. 



frascos que se colocaron por duplicado en cada hilera. 

f*sta serie de diluciones nos proporciona los res¿1ta - 

dos del grado de contaminación inicial, que va desde menos- 

de 200 hasta más de 16 000 000 /100 ml de muestra. 

de- Agitar la muestra así como cada dilución, vigorosamente 

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

hilera, con su respectivo duplicado en forma creciente de - 

acuerdo a la dilución y luego incubar a 37OC. 

e.- Despúes del periódo de incubación de 24 A 2 r, agitar sgá 

vemente los tubos en las gradillas y examinarlos para ver $“ 

si hubo crecimiento 6 producción de gas . En ningún momento 

Éste elemento constituye una prueba positiva y si no se c>e 

observa, se vuelve a incubar por otras 24 horas, examinando 

nuevamente al término de Éste tiempo. 

Los tubos que se sospeche que sean positivos, tienen - 

que someterse a la prueba confirmatoria, los fesultados se- 



liformes de orígen fecael),con los organismos que han creci- 

do en los tubos de le prueba presuntiva y al mismo tiempo - 

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

f.- Si el laboratorio usa el método del NMP, para el aná- 

lisis de las aguas de suministro, se dice que se ha encon 

trado tubos que tienen un gran crecimiento, pero que no - 

tienen producción de gas, los tubos que se reporten como- 

negativos, pueden ser sometidos a la prueba confirmatoria 

para checar la disminución de coliformes. 

g.- Si los tubos de las pruebas positivas no presentan - 

producción de gas despúes de un periódo de incubación de- 

48 Hrs* 3, Éstos se descartan y se reportan los resulta « 

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

tán sospechosos en ésta prueba se someten a la prueba con 

firmatoria. 

h.- La prueba para las coliformes totales se Ccorre 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 la figura III-B-2). 

a.—- Agitar cuidadosamente cade tubo positivo de la prueba- 

presuntiva y con un ase estéril de 3 mm de díametro ó con- 

un «plicador de madera, pesar a tubos que contengan BBGL, - 

agitar cuidadosamente los tubos para mezcler el inóculo - 

con el medio y despúes incubar a 37%. 

b.-Despúes del periódo de incubadión que es de 24 Hrs : 2- 

examinar los tubos para ver si vresentam producción de gns. 

Si no hay producción de gas en los tubos ( preub? neea 

tiva), reincubar los tubos por otro preriódo de 24 Hrs. Re - 

gistrar los tubos que preeenten gas positivo y gas neg1't,:1vn 

Guarde los tubos positivos para someterlos e la prue - 

va confirmatoria, bisn ruede ser para checarlos en control- 

de calidad ó pars checar los tubos que presenten reacciones 

dudosas. 

c.- Desnúes de 43 hrs, volver a exeminar los tubos de las - 

pruebas confirmetorias, rekistrar los tubos vositivos y ne- 

fativos y guerdar los nositivos para la prueb: complementa- 

ri” como en el inciso de "rrib=. (b). 

d.- Como rutine disris en el =nálisis del au7 nue se efec- 

-.f-. 
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túa, 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 mínimo de - 

muestras de la prueba confirmatoria, las que se llevan has- 

ta le prueba complementeria. 

e.— Para certificar que el suministro de agúa estáéá llegando 

en condiciones biológicas a¿ecuadas, el laboratorio checaré 

por lo menos cada ¿rae meses el agua, ó llevará hasta la - 

prueba complementaria el 10% de las muestras de la prue!a - 

confirmatoria positiva en el análisis del NMP. 

=f



Forma de Estriar la muestra en la super- 

ficie de los agares y placas de gelatina. 
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Prueba Complementaria. 

Ver la figuar III-B-2, los tubos de la prueba confirmatoria 

vositiva, pueden someterse e la prueba complementaria, atra 

véz de la identificación con las pruebas Bioquímicas y - = 

pruebas de cultivo que se llevan a cabo en la forma aíguieg 

te: 

a.—- Estriar uns ó más cajas con senr de Eosina Azul de Me- 

tileno( EMB), con cada uno de los tubos que resulteron posi- 

tivos en le prruebs del BBGL. Incubar lascajas a 37%C, por = 

un periódo de 24 Hrs. 

b.- Desnúes del periódo de incubsción, vssar una Óó varias - 

colonias tínicas ( múelead:s y con ó sin brillo metálico),- 

a un tubo de fermentación nue contengn Caldo Lauril y otras 

con agrr nutritivo, tambíen se nuede utilizar el método del 

Pour Piate ( Vacisdo en cíi7?, nero en tubos inclinados, - 

estos se incuban vor un tiemno de 24 *2 43 Hrs a 37%C. 

Si no hay colonias tínic”s, seleccionar colonias *tí-— 

nicas, nor lo menos dos de ellas, e inocule en los tubos - 

de fermentación que contienen el cerldo l«uril (CT) e incu- 

b-rlos ( seleccione caleni-s mucoides y sin núcleo), 
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c.-La formsción de gas en los tubos de fermentación y la 

presencia de microorganismos Cram negativos, en ningún - 

momento indican una prueba positiva complementaria para- 

las coliformes totales «. 
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CONSTDERACIONES ESPECIALES PARA EL AGUA 

POTABLE. 

Cantidad de Muestra. 

Para el snálisis de las muestras de agun potable, la 

cantided de éstas,vuede ser de 5 tomes de 10 a 100 ml co- 

mo se indica en la parte (Coliformes fecales) CFR 40 y - 

141 (5). 

Confirmación. 

Si el laboratorio utiliza la prueba del NMP, en el aná 

lisis de las redes de distribución de amua, frecuentemente- 

se van a encontrar con tubos que úresenten crecimiento, pe- 

ro cue no tienen producción de esrs, éstos tubos aue se re - 

portan como negativos, deben ser sometidos:a la prueba con- 

firmatoria, para checar el por que de la disminución de las 

coliformes totales, 

Prueba comnlementrris. 

De las mues£raa dé ague nue son llevedas al lebor.torio 

se dice que un 10% de éstas muestras nor lo menos deben de- 

ser sometidas a la prueba complementaria mínimo cada tres - 

“eses, así como los cultivos que lo requieran, pero no los- 

cultivos que vresenten fGram vositivo. 
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Cálculos. 

Los resultados de las pruebas confifmatoriaa, pueden - 

obtenerse de la tabla pará el NMP, el cual tiene su funda - 

mento, en el número de tubos positivos en cade dilución (ver 

la figura de la tabla de la parte II-C-4.9 para los cálcu = 

los, los resultados y los detalles del NMP). 

Le tabla II-C-4. Ilustra el NMP y el 95 % de los lími- 

tes confiebles de las combinasciones de los resultados posi- 

tivos y negetivos 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 tabla II-C-5 miestra los índices y los límites para 

el NMP, para los 5 tubos de prueba y las muestras índivi. - 

dusles de agua potable qaue son anelizadas en el laborato - 

rio. 

Cuendo la serie de diluciones decimales son diferentes 

a las que se dan en la tabla, se selecciona el valor del - 

NMP de la tebla II-C-4 así como los cálculos que se pue - 

dan obtenerse mediante la fórmula que se dá a continuación: 
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MNP (de la yabla). x 10 
=NMP/100m1 

mayor volúmen 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. 

Preciñión y exactitud. 

La precisión del NMP incrementa su exactitud con el - 

aumento del número de duplicados que se hagan de la prueba, 

se recomienda 5 tubos de las 5 diluciones del NMP, tanto- 

para el agua resifual, como para el agua natural, pero pa- 

ra el agua potable, solamente se requiere de 5 tubos, - 

cuando son volúimenes individuales. 

Diferenciación de los os coli e - 

pruebas Bioquímicas adicionales. 

Sumario. La diferencia de los nombres del grupo coliforme- 
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y sus esnecies en genernl, se basa en laspruebas Bioqu£m¿ 

ens adicionales y les pruebrss de cultivo ( ver le prueba- 

ITI-B-1), éstes »ruebas recuieren de vrocedimientos espe- 

cíficos, varr “ue sus resultados sean válidos. 
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Métodos Para Coliformes Fecales. 

Los métodos del Filtro de Membrana directo(FM), la - 

incubación retardada(MF), la multiplicación en tubo, el NWMP 

así como otros, etc, son procedimientos que pueden ser uti- 

lizados nara el recuento o la determinación del grupo de - 

las coliformes feceles, en el agus y en las aguas residua - 

les. Una descripción general de las técnicas de laboratorio 

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

El método se vá a elegir dependiendo de las caracterís 

ticas de la muestra. 

La sección se divide como sigue: 

l.- Definición del grupo de las Coliformes Fecales. 

2.- Número dás Probable (NWP). 
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l.- Definición del erupo Coliforme. 

El grupo coliformes fecales, es una parte del grupo de 

las enterobacteréaceas. Este gruvo se define como un grupo- 

Cram negativo, no esporulado y 1ue 21 descomponerse ó al - 

reaccionar con un medio carbohidretado, fermenta la lactosa 

en un periódo de 24 hrs a una temreratura de 44.5ºc, además 

que vresenta producción de gas en los tubos de fermentación, 

otra de sus características es la producción de acidéz, dan 

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

Les esnecies més comunes del erupo de las coliformes - 

fecales, son las de la Escherichia coli, cuya presencie in- 

dica la coxtaminación del -au-. 

2.—- Método del Numero sí*s Probable. (NMP) 

Sumario: Para los qgultivos vositivos de Caldo Leuril (CL)- 

( en forma semejante a la orueb: rresuntivs del método del 

NP de 1a vsrte III-3),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 formación de ges en algunos de los tu —- 

bos de fermentación, es una reacción confirmatoria nositi - 

va. El número de coliformes fecales se calcula en base a la 

tabla del NMP y que se fundamenta en el número de tubos po- 

sitivos en el medio de (EC) (8). 

Procedimiento. 

El procedimiento general para el método del NMP se dá- 

en la perte III-C-2. 

av- Se prepara el medio como el que se utiliza en le prueba 

presuntiva para coliformes totales (CL), y el medio de (EC) 

se marca claramente cada blanco patrón, para identificar 

los diferentes volúmenes inoculados de las muestras. 

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

cantidad adecuada de la muestra, como se indica en el pro 

- 



cedimiento anterior , (parte III-B ). 

C.- Agitar suavemente el tubo inoculado con el asa de pla- 

tino, para transferir un vnoco de crecimiento del tubo, de- 

la prueba rresuntiva vnositiva que tenga un tiempo,de 24 — 

43 Hrs, al tubo que conti-ne el medio para la prueba con - 

firmetoria, Agitar suavemente en la gradilla el tubo que - 

contiene el medio de (EC), inoculado y dejar que se mezcle 

el inóculo :88 la muestra con el medio. 

de- Incubar el tubo con el medio de “7 por 24 Hrs a 37%. 

Los tubos se pueden colocer en la incub-dora a los - 

30 minutos despúes de haberlos inoculado. El ama del in- 

cubador debe nor lo menos tener uns nrofundidad hasta don 

de sea el nivel del medio de cultivo en los tubos. 

e.—Le nresencia de ¿s en los tubos de fermentación de la 

rueb: confirmsetorir del medio de <%, desvíes de 24 +re- , 



de incubación, aunque sea en poca cantidad, constituye una 

prueba confirmatoria positiva para las coliformes fecales. 

Calculos. 

a.-Los cálculos,para el Número de coliformes fecales , se- 

basan en la cantidad de tubos positivos, en los que hubo-- 

fermenteción, usando el medio de EC, el velor se saca usen 

do la tabla para el NMP. 

b.— Los resultados del NMP, se elaboran con tres diluciones 

incluyendo la dilución mayor y todos los tubos positivos, - 

de las siguientes diluciones .( de preferencia las dos si - 

sientes), por ejem, si hay 5 tubos de la dilución de 10 ml, 

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

resultados quedan codificados de la siguiente manera en la- 

orueba: 5-3-0. El código se encuentra localizado en la ta — 

bla iL-C-4 del NWP y se registra NMP/100 ml. Ver la parte - 

C-11.4.9. paera seleccionar los pasos y el simificado de - 

l,s diluciones, 



Reporte de resultados. 

Reportar las coliformes fecales como en el método del 

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

Precision y exactitud. 

La preeisión en el recuento del NúP se basa en la ta- 

bla del NMP. 

YOTA. La precisión del valor del SMP aumenta con el incre- 

mento del número de duplicados sue se corran de cada mues- 

tra de prueba. 
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METODOS ANALITICOS. - 

PARTE III. 

SECCION D. ESTREPTO=- 

COCO FECAL. 

Algumes de les métedes para determinar el aúmere de Estrep 

tececos fecales en el agua de cemsumo,asf Cemo en las aguas re- 

siduales sem: El métode del filtre demembrana (IMF), el Númere - 

Mas Prebable (NMP), y el Peur Plate, sem les precedimientos que 

se fuedenm usar para el recuento e identificación de éste tipe - 

de microergamismes. 

Una descripción más completa de ésta técmica se dé enm la - 

parte II C . Al igual que en les demás precedimientos, el i¡ - 

todo que se seleccione va a depender de las características de- 

la muestra. 

La sección se divide como sigue: 

l.- Definición del grupo del Estreptecece fecal. 

2.- Método del lúmere Más Probable. 

r 
. 
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3.- Método del Pour Plate. 

“+.- Identificación 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 sinómimos, cuan 

do se usan como indictadores de la contaminación fecal. Las- 

especies contaminantes y sus variantes empleadas son:5. fae 

callis, S. faecallis subespecie Liquefaciens, S. faecallis- 

subespecie zymogenes, S. facium, S. bovis y S. equinus. 

Estos microorganismos son detectados en los anÁlisis-- 

sanitarios, mediante la medición y la metodología empleada- 

para cuantificar los microorganismos, y de ese modo, calcu- 

lar el grado de contaminación del agua basandose en el núme 

ro y tipo de microorganismos que se :+encuentren. 
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La información en general nos indica que existen otros 

Estreptococos que pertenecen al grupo Q de los St. Lance - 

field's, éstos se encuentran más frecuentemente en las he - 

ces de los humanos que en las de otros animales de sangre - 

caliente, por ejem,pollos,en el que se encuentra el S. avium, 

el que es característico 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 encuen+ 

tra en la pared eelular de éstes microorganismos y en el - 

caso de los Estreptococos del grupo D, su antígeno está lo- 

calizado en medio de la pared celular y la membrana del ci-. 

toplasma, donde se tiene la antigenicidad de éste tipo de - 

Estreptococo en forma natural, de la especie D. 

Este antígeno presente, nos indica una relación entre- 

el grupo D y el grupo Q de los microorganismos. 

e. 



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 + 

de cultivo compuestos, que permiten el aislamiento y recuen 

to del ¿“nterococo. Kenner et al.(2). 

Se ha podido comprobar que los jiotipos de los Entero= 

Cocos, se encuentran más 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 y colaboradores, presentan - 

3iotipos de los interococos. Es probable, que se describan- 

algunos biotipos, como varte del ETUDO y del +“strentococo. 

álgunas de éstas esvecies se vuecen considerar dentro 

del gruvo del Estrertococo fecal. 



Definición del Estreptococo fecal¿ 

El término del Estreptococo fecal, es utilizado para 

describir al Estreptococo como lo indica la calidad sani- 

taria del agua de consumo y del agua residual. 
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Estreptococo viridians. 

El Estreptococo viridians, principalmente el $ saliva- 

rium y el 5. mitis, no se les considera como parte del Es - 

treptococo fecal, como se mencionó anteriormente, ya que “- 

éstos dos tipos de microorganismos son habitantes normales- 

del tracto nasofaríngeo. 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, como el número de éstos microrganismos es 

bajo, así como la frecuencia con que se presentan es poca - 

y su tiempo de vida media es corto, se considera que por - 

éstos motivos se debe excluir de la clasificación del Estrep 

tococo fecal. 

Aplicaciones. 

lLos datos del “streptococo fecal, perm:te la verifica- 

ción de la contaminación, por su presencia en las asuas —— 



de consumo, en las aguas residuales y a la vez nos dá la = 

información adicional de la posible orígen de la contamina 

ción. 

En comvinación con la información que nos pueda pro - 

porcionar la determinación 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 precisión para detectar las fuentes de con 

taminación, es decir su orígen. 

La frecuencia del Estreptococo fecal en el agua, indi 

ca que existe contaminación fecal en el agua por los anima 

les de sangre caliente. Por el momento no se vuonvuce comD - 

se mltipiican éstos microorganismos en el medio ambiente. 

Otra de las formas de identificar el tipo de (St). - 

Estreptococo presente en las muestras, serían las pruebas 

Bioquímicas características de "Aislamiento e identifica- 

ción del Estreptococo fecal" ( ver la figura £IY-D-2), y 
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luego toda la información que resulta se utiliza para tra - 

tar de identificar la fuente de contaminación, por ejem, - 

S.buvis, S. equinus, son huespedes específicos y se les aso 

cia a las heces del hombre y de los animales de sangre ca- 

liente. Un alto porcentaje de contaminación con éste tipo - 

de microorganismos está relacionado a las plantas procesado 

ras de carne, plantas lecheras, comederos de animales y tie 

rras de cultivo, así como en general con todas las industrías 

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 contaminación reciente de los animales del campo, 

es decir de los animales que pastan, > 6 los que son sacri - 

ficados en las plantas vroductoras 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 desagiies, 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 círculo vi 

cioso. 



2.- Método del NMP, 

Sumario. 

El procedimiento de la fermentación en tubo, calcula el 

número de Estreptococos fecales presentes en la inoculación- 

de la dilución 1:10 de la muestra en el tubo con caldo. Los- 

tubos positivos de la prueba presuntiva, se observan en el - 

medio de dextroza Ácida, por la turbidéz presente, despúes = 

de un periódo de incubación de 24 a 468 Frs a 3700, se confir 

ma así ta presencia del Estreptococo fecal. luego se toma un 

inóculo del caldo de dextroza Áácida, se estría en un medio - 

de PSE ( equivalente a Esculina Azida Agar), y se reincuba a 

37 C, por un periódo de 24 Hrs (5). La presencia de colonias. 

negroparduscas, con halo café castaño, confirma la presencia 

del Estreptococo fecal. 

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

ba confirmatoria y para los resultados se usan las tablas - 

del NMP. 



Aplicación. 

Este método puede ser utilizado para la determinación + 

del “streptococo fecal, en aguas de consumo y en aguas resi- 

duales, así como en las heces , una de sus desventajas puede 

ser el tiempo de proceso y es menos directo que otros métos 

dos. El NMP se htiliza 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 miestra, compuestos metálicos existentes en ella 

la presencia de coagulantes, la clorinación de las redes de- 

distribución del agua 6 de los canales de desecho, el núme- 

ro de miestras así como el volúmen que se tenga, ya que la - 

técnica tiene ciertas limitaciones. 

Procedimiento. 

El procedimiento del método del HMP, se dá con detalles 

en la varte II-C-4. 



a.- Se prepara el medio para la prueba presuntiva ( caldo dex 

trosa ácida), y la prueba confirmatoria en caja con PSE. (ver 

la parte II-B-5.4.2. y S.4.4. respectivamente). 

b.- Marcar los tubos,para poder identificar las muestras y la 

cantidad de ella que se colocó en cada tubo, es decir de cada 

dilución. 

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

de—- Inocular la muestra en los tubos de caldo dextroza Áciday 

para la prueba presuntiva. El número de Estreptococos fecales 

que se encuentran presentes en la muestra de las aguas munici 

pales contaminadas, es generalmente bajo ó por lo menos más - 

bajo, que el número de coliformes vresentes en la muestra. - 

por lo que generalmente se utilizan grandes cantidades de 1- 

muestra, para la inoculación del NP y se usan volúmenes más 

pequeños para la prueba de coliformes. Por ejemplo si el volú 

men de muestra de l.0, 0.1, 0.01 y 0.001 ml son utilizados pa 
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ra las pruebas de coliformes, por el contrario para las prue 

bas de £streptococo se utiliza una serie de 10,1.0| 0.1 y 0.01 

SA ml de muestra para:.la inoculación. 

Usando el medio sólido, se utilizan 10 ml para inocu - 

lar los tubos con un ml de muestra y en otros tubos se siem 

bra con 1 ml 6 menos en caldo . 

En miestras de agua que provienen de las plantas proce- 

sadoras de carne, de las fábricas de comida y de las aguas - 

negras, Se observa una mayor cantidad de Estreptococo fecal- 

que de coliformes fecales. 

de.- Checar la gradilla de los cultivos inoculados, mexclar - 

los perfectamente e incubarlos a 37%C por un periódo de 48 - 

Hrs, examinar la turbidéz de los tubos despúes de 24 Hrs y - 

luego a las 48 “rs. 

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



Una prueba presuntiva positiva, presenta turbidéz en el 

medio, puede sedimentar en el fondo del cultivo del tubo 6 « 

bien se pueden nresentar las dos situaciones. 

f.- Para confirmar la prueba presuntiva positiva, se estría- 

una pequeña cantidad de muestra del tubo en cajas que conten 

gan PSE. Se debe de checar la etiqueta del tubo de dextrosa - 

áicida con la de la caja donde se sembró. 

h.- Incubar la caja sembrada . Una prueba positiva evidente- 

es la presencia de colonias negropnarduscas con alos café a - 

su alrrededor . El número de tubos que resulten positivos- 

son utilizados para obtener los cálculos comparandolos con 

la tabla del NMP. 

Cálculos. 

a.—-Los calculos para obtener el Número de Estreptococos pre 

sentes en la muestfra, se fundamenta en base al número de - 

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



la tabla de NMP, II-C-1. 

b.- El resultado del NMP, es elaborado en base a tres pruebas 

de dilución confirmatorias, por ejem, si el resúltado de la - 

prueba confirmatoria positiva se obtiene de una porción de 5 

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

bulación de los resultados de la prueba es de 5-3-0, los re- 

gistros se dán en la tabla II-C-4, para los detalles del NMP 

y el NMP/ml. 

Precisión y exactitud. 

La precisión del NMP aumenta con la cantidad de dupli - 

cados que se corran por cada prueba, se recomiendan 5 tubos - 

por cada dilución. 
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Método del Pour Plate. 

Sumario . 

Pequeñas alfcuotas de la muestra original 6 de la mues- 

tra diluída, se toma y se distribuye en el interior de la ca 

ja Petri y luego se le agrega el agar de PSE 6 un equivalen 

te(l agar esculin -azída) 6 de agar KF ( agar Estreptocóccico 

de Kenner,Clark y Kabler), se mezclan completamente éste y- 

la miestra de agua. El Estreptococo fecal en el agar PSE, se 

observa aproximadamente de 1 mm de díametro y de un color - 

negro pardusco y con alos cafés. Los microorganismos pueden- 

aparecer si es que se encuentran en las muestras de agua, — 

despúes de un periódo de incubación de 18 a 24 hrs a una tem 

o 

peratura de 37 C . En el agar KF el Estreptococo se puede 

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

0 
bación a 37 C.



Aplicaciones. 

a.- El método del *our 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, 6 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, éste - 

medio tiene varias ventajas, que son: 

l.- Pe requiere solo de 24 Hrs de incubación, en compara- 

ció de otros medios que requieren de 48 .rS 

2.- AÁdemás las técnicas se pueden utilizar con cualquier .= 

muestra, aunque ésta esté un poco turbia, debido a la con - 

centración de los microorganismos. 

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

nalizar pequeños volúmenes de agua, esto: puede ser una - 
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desventaja, ya que el Íatreptococo se encuentra en una con 

centración my baja, por lo que el análisis requiere de - 

grandes volúmenes de muestra y supuestamente la técnica re 

quiere de una cantidad precisa de agua. Por consecuencia - 

en éstos casos se puede utilizar la técnica del (FM), a me- 

nos que la muestra esté demasiado turbia y su filtración - 

sea prácticamente imposible. 

Procedimiento. 

a.- ÁAgitar 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 6 se desparrame. 

b.- La dilución de la muestra final, se obtiene del recuen 

to de la caja que tiene entre 30 y 300 colonias. El número 

de colonias entre éste rango, nos ¿á el número más exgcto- 



de contaminación bacteriana, ya que ésta en la muestra ori- 

ginal, no es conocida de antemano. El rango de dilución que 

se necesite, puede prepararse en la caja, obteniendo un ran 

go determinado y dentro del rango normal de recuento de - 

las colonias. 

C.- Se pasan de 0.1 y 1.0 ml de las dilugiones de la mi1es - 

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

, o , = de.- La dilución inicial es de 1:100 6 de 10 , con una pi - 

peta de 1 ml se pasa una muestra a un frasco de dilución .- 

que contenga 99 ml de agua destilada y estéril, ( ver la par 

te II<C-1-4 preparación de la dilución y la figura II-C-4), 

e.- Agitar vigorosamente los frascos de la dilución 1:100 

para distribuir uniformenemente las bacterias y poder seguir 

las siguientes diluciones. 

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

de Petri, usando una pipeta estéril. 



6.- Para las aguas residuales, las aguas de drenaje, se re- 

quiere la preparación de diluciones adicionales , así como- 

la elaboración de una mayor cantidad de agar, para las mues 

tras alícuotas. 

h.- Prepara un duplicado de las cajas, por cada incremento- 

de éstas que se haga ( ver la figura III-A-1), marcarlas - 

con el número de miestra, la dilución y la fecha, asf como- 

alguna otra información 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 dilución en la caja Petri - 

la pipeta debe estar ligeramente inclinada, Casi en forma - 

vertical, así se sostiene la piseta, sin dejar que ésta to- 

que el fondo y que el contenido escurra libremente cor ca- 

pilaridac. 
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i.- En cada caja se vacían de 12 a 15 ml de agar a una tem- 

peratura de licuefacción ( 44 a 46 ), rotar la caja perfec 

tamente . El tiempo entre la dilución, el vaciado y la mez- 

cla, no debe ser mayor de 20 minutos, éstas indicaciones se 

dan en la narte II-C-2-6- , para mayor información. 

de- Hay que tomar muy en cuenta que el agar solidifica en - 

forma muy rápida 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 realización del proceso en el tiempo an - 

tes mencionado. Despúes de ésta etapa, se colocan las cajas' 

en posición invertida y se introducen a la incubadora a una 

temperatura de 37”%C, por un periódo 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 periódo de 48 Hrs. 



Identáficación, Recuento y Registro de las colonias. 

a.- Despúes del periódo de incubación, se seleccionan las 

cajas que tengan un número de colonias que sean entre 30- 

y 300 de “streptococo fecal. En el agar de PSE, las colo=- 

nias de Estreptococo fecal son de color negro 6 pardusco- 

y tienen un díametro de aproximadamente 1 mm de díametro- 

presentan un alo café a su alrrededor ( de la colonia”, - 

y en cambio en el medio de KF las colonias del Estreptoco 

co se observan de un color rosa 6 rojo y tienen un día- 

metro variado. 

b.- Se hace el recuento de las colonias ayudandosese con- 

el cuenta colonias ( que tiene un amplificador de 10x15) 

y además está cuadriculado, 

fara el reporte del recuento se deben seguir los si- 

guiéntes 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 dilución adecuada, en la forma- 

siguiente : 

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

Suma del volúmen de prueba/ml. 

b.- Para cajas que contienen más de 300 colonias. 

Cuando el recuento de las cajas tiene más de 300 colo 

nias, por ejem, más de 500 en la dilución de 1.0 m1, más - 

de 500 en la dilución 0.1 ml y aproximadamente 340 en la - 

0.01 ml, vara éstos casos se utiliza la caja que tenga la- 

dilución de 0.01 ml. 

— 240 x100= 3,400,000/100 ml. 
0.01 

c,-Para las cajas que tienen más de 30 colonias. 

Si todas las cajas tienen menos de 30 colonias, recor 

dar el número de colonias que se contaron en la eaja con - 
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menor dilución y reportar el recuento como: Recuento del 

Estreptococo fecal/t00 ml. 

d.— Para cajas sin crecimiemto de colonias. 

Si 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 número mayor de la . 

muestra filtrada y reportar el valor como menor que. *or 

ejem, si 0.1 ml, 0.01 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 6 la mayoría de las cajas presentan un == 

gran desarrollo. 

Para ésto se utiliza la céadrícula del mntador, y- 

tener un mejor cálculo, ver la parte III-A-5.6. 
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Precición y exactitud. 

Se debe de correr un duplicado de la muestra de agua 

para mayor control, ya que se introduce an 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 elimjnar la mayor can - 

tidad de error posible. 

“rescott: et al_ (6). reportado en el SPC ( pero tam' 

bíen aquí tiene su aplicación), se muestra la desviación- 

estandard del récuento individual para 30 y 300 colonias 

con una variación de 6 a 20%, En éstos casos las cajas = 

contienen un error del 10 %, para las cajas con mayor nú- 

mero de colonias que el rango mencionado, por ejem, hay - 

un % un poco más elevado que el mencionado del 10%. El - 

autor acentúa que fuera del error de la dilución 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 más en el error. 

Tor éste motivo es que generalmente se espera una - 

gran variación en las diferentes diluciones, y tamblén - 

por la elevada concentración de las muestras del agua re- 

sidual, por ser varias diluciones. 

El personal del laboratorio, debe correyun duplicado 

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



Determinación de Coliformes fecales y Estreptococcus fecale 

en Ratios FC/SF. 

La relación del Estreptococo fecal y las coliformes fe- 

cales en cuanto a su número, permite tener información sobr 

la potente superficie de contaminación, se calcúla por indi- 

viduo, la contribución del índice de bacterias de los anima- 

les que usan para el cálculo de los Ratios FC/SF (7,8), és - 

tos ratios son: 

Hombre......oscacacttelh ... 

DELO: a. rec 0 

borregO..s..scsscoaaa De 

POLIO: suvavacn. ..O 

púÚerco..s.ssccsoooo De 

VECA:........oooroca 0.2 

PATO:.= ... ... D1 



Para deducir los Ratios de mayor valor, ver la parte 4.1. 

en donde nos indican cuales son los principales derivados de - 

la contaminación, ocupando el primer lugar, la basura, los re- 

siduos domésticos y 10s desechos del cuerpo del hombre. Los Ra 

tioe que tienen un vaior menor de 0.7 sugieren que la contami- 

nación es originuda por los desecho: de las ganaderías, los - 

criaderos de las aves de corral, así como de las nlantas pro - 

ductoras de leche y alimentos en generul,que en forme conjunta 

vierten sus desechos « los canales de desaglle, los cuunies lle- 

gan a los sembradios contaminando los alimentos del hombre y - 

los nastiza.es de los animales, formando un círculo vicioso. 

Arora bien parí. <ue los Ratios se utilicen, tom-remos en — 

cu-Nta las siguientes rrecaucioness 

£.—- El qNúmero de bacterias -uece =lterarse drásticanente, cuan 

do el n de lre miertr: es renor de 4.C + mevor e .0. 



be- Jebido al límite tan pequeño de supervivencia y a la po- 

ca aapacidad de adaptación que tienen algunos de los grupos- 

del Estreptococo fecal, se deben de mantener los frascos de- 

muestra, perfectamente bien cerrados, ya que el orígen de la 

contaminación se obtiene confiablemente de los Ratios. Esto- 

es my específico por la elevada sencibilidad para el 5 bo - 

vis y para el S. equinus. 

C.- Tambíen se puede decir que son dificiles de utilizae los 

Ratios en forma efectiva, sobre todo cuando no se conoce el 

orígen de la contaminación. 

d.- Las aguas del Mar, bahías, estuarios y aguas que son úti 

lizadas para irrigación, FC/SF Ratios, pueden estar en el l1- 

mite del valor, debido a que es mayor la contaminación 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. 



Identificación de las especies del Estreptococo fecal. 

Aunque el ñstreptocooo fecal ha sido mencionado y dese 

crito en secciones anteriores, se ha podido comprobar su - 

presencia enn las pruebas Bioquímicas, en la parte III-D-3. 

Para la identificación del Estreptococo, hay que tener 

en cuenta el tiempo, sobre todo para determinar su especida. 

La verificación adicional de las fuentes de contamina= 

ción de humanos y animales, así como la determinación aislas 

da, es my importante para el significado de las reglas sa - 

nitarias. Para la correcta identificación de especies, se - 

utilizan las pruebas Bioquímicas adicionales, realizando tam 

bíen una descripción y confirmación del grupo Q del Éstrep- 

tococo y los grupos del S. bovis y del S. equinus, del Ente- 

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

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

fuente de contaminación. 
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Aplicaciones. 

Las pruebas Bioquímicas iniciales confirmatorias que - 

pueden identificar a las colonias aisladas del Estreptococo. 

fecal, con el grupo Q del St, y el Enterococo, pueden ayuda: 

para la separación de las especies de S. bovis y de S. equi- 

nus, debido a la observación del crecimiento positivo en al- 

gunos medios y a una temperatura de 10%a 45'C, lo que se pue 

de verificar por la exietencia de microorganismos en NaCl al 

6.5 % y a un pH de 9.6, en éstos casos el Enterococo puede - 

separarse del grupo Q del Estreptococo, mediante las pruebae 

de recucción del azul de metileno. 

Subsecuentemente el Enterococo pude ser separedo utili- 

zando pruebas Fioquímicas adicionales. Por ejemplo, el S. bo 

vi y el S; equñus se pueden verificar por la prueba de la- 

hidrólisis del almidón y más adelante en forma posterior, 

pueden ser separados por la prueba de le fermentación de la- 

lactosa. 
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Estas pruebas requieren de entrenamiento esnecífico, - 

del personal que la lleve a cabo para vue los resultados — 

sesn válidos. 

Procecimiento. 

Se lleva a cabc en la forma que a continuación se dá: 

Observando les figuras y los esquemas que se indican para- 

la identificación de las esvecies del Estreptococo fecal. 

( les figuras son: III-D-? y III-D-4). 

Aislamiento y confirmación del Estrepntococo fecal.( fig - 

III-D-2) 

a).- Seleccionar las colonias típicas del Estrenptococo - 

fecul,de las cajas donde hubo crecimiento y tomar muestra 

parz inocular cajas y tubos «ue contengun medio de agar - 

5HI, ( Infusión Cerebro Corazón). 

b).— Lecwúes de inocular, ee incuban las cajas vor un De-— 

ri5do de 24 a 48 hrs « 37 C y se toman elgunas de las co- 

tonias as cart.cterísticas ¿ue se nrecsente en el ¿£ur y - 
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se pasan a un vaso limpio para agregarle algunas gotas de - 

peróxido de hidrógeno, el que tiene que ir resvalando por - 

las paredes, el peróxido debe estar recíen preparado y debe 

tener una concentración del 3%. 

Para la prueba del peróxido se puede utilizar un con - 

trol negativo de S. faecallis y un control positivo de Esta 

filococo. 

C.- Si la enzima catalaza se encuentra presente, el peróxido 

de hidrógeno se descompone en agua y oxígeno, el que se pue 

de observar por la formación de burbujas, dandonos una prue 

ba positiva, entendiendo que, por lo tanto, no hay especies 

de Estreptococos y por consiguiente no es necesario conti - 

nmuar con la verificación 6 verificaciones correspondientes. 

d.- Si la prueba de la catalaza es negativa, una de las for 

mas de separar al interococo del grupo Q, de las especies de 

S. bovis y S. equinus, es por la incubación del grupo de - 
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nrueba a unea temperatura de 10'y otro grupo a una temperatu 

ra de 45%c. 

Separación del Enterococo del Grupo Q del Estreptococo. 

ver fa II-D-2). 

a).- Pasar una pequeña cantidad del desarrollo del cultivo- 

del tubo del caldo de B.H.I. (7.4.1.). 

b).- Colocar uno de los tubos en un baño María a una tempe- 

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

la prueba positiva, es la presencia de turbidez) despúes de 

dos díac. 

cC).- Colocar el otro tubo en un baio a una temperetura de - 

10”C y observar el crecimiento desrúes de 5 días, si se ob- 

serva turbidez tanto en el tubo que se mantuvo a 10*C como- 

el que se tenía a 45” ésto quiere decir que la muestra pre- 

senta un gran número de microorganismos del erupo y.Pero si 

solo se observa crecimiento en el tubo que se tenía a 45ºc. 
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pero no en el que se tenía a 10% , Se confirma la presencia 

del S. equinus y del S. bovis. ( ver la parte 7.4.7., de es- 

te manual, para las especificaciones). 

Confirmación del grupo Enterococo. ( ver la figura III-D-2). 

Este grupo se puede verificar, por medio de la observa- 

ción del crecimiento de microorganismos, en un med$o de clo- 

ruro de sodio al 6% ( NaC1), y a un pH de 9.6, en caldo de - 

BHI, msí como la prueba de reducción del azul de metileno en 

la leche, indica la verificación del grupo Q. 

Prueba de crecimiento en BHI y NeCl al 6.5 %. 

Pasar una gota de cultivo de BHI que tenga un periódo - 

de 24 Hrs de incubación, a un tubo que contenga BHI más NaCl 

al 6.5% e incubar a 37%C por un periódo de 3 a 7 días, che- 

car si hay crecimiento, la presencia de turbidéz indica una- 

prueba positiva. 
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Figura IlI-D-1 veri- 

ficación del procedi 
Se toman 10 colonias típicas F 

miento para la iden- 
aparentemente de Estreptoco- - 

tificación del Estrep 
co fecal, aisladas en un me- - 

tococo fecal. 
dio de agar. 

Caldo y agar de Infusión Ce- 

rebro Gorazón (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. 

verificación del St fecal. 



NEEN 

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

pardusca con alo café). ' 
Figura III-D-2. 

Aislamiento e identifica 

ción del St fecal, esque 
Catalasa neg. 

ma general. 

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

Crecimiento en medio con Na6l Hidrólisis del almidón(+). 

al 6% y pH de 9.6 en BHI caldo. 

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

producc. de ácido 
reducción. no hay redqccíón. no hay 

solamente. enubio 

grupo Enterococo. tentativo del grupo Q. 

fuentes de contami- 

ver la figura III-D-3 nación ganado y aved. 

N III-D-4. L 
L 

S. bovis y S. equinus. 



grupo Enterococo. 
x 

Separación de interocotos por- 

especies, reduction del K2Te03 

tetrazolium. y la fermentación 

del D- sorbitol y glicerol. 

positivo. negativo. 

hidrólisis de la fermentación de la 

gelatina. L. arabinosa. 

positivo. negativo positivo. 

s - B i- - , 
S. faecalis sub- hemóli 5. feacium. 

- - s 
esvecie liquefa- is 

ciens. 

positivo. negativo. 

5. faecalis sub-especie D. faecalis. 

zymógenes. 

Separación de la- 

fuente que provie 

ne. ( vegetal, in- 

sectos y animal), 

ver la figura - 

III-D-4. 

Figura III-D-3 Identifi 

cación del Estrentococe 

fecal, sevaración del - 

gruvo Enterococo por es- 

pecies. 



Separación del Enterococo de su fuente 

original.( vegetales, insectos y fuentes 

animales). 

hidrólisis del almidón. 

n negativo. 
positivo. 

peptoni¿acíón en litmus 

milk, 

y 
S. faecallis típico, 

negativo. positivo. 
su fuente es de orí- 

gen vegetal. 

Enterococo, provie- S. faecallis, 

ne de un animal de- subespecie li- 

sangre caliente. quefaciens, su 

fuente son los 

insectos. 

FIGUAR III-D-4 Identificación del Streptococo fecal. 

Separación del Enterococo, sekún su fuente de orígen.



Prueba de crecimiento en caldo de BHI a un p 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 periódo de 1,2,3.......7 días, para ver si - 

hay indicios de turbidél, en ésta prueba el crecimiento del 

cultivo indica una prueba positiva. 

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

Pasar una gota del cultivo de BEHI, que tenga 24 hrs, e 

en un tubo que contenga leche estéril desnatada, agregando- 

le 1% de azul de metileno, si hay reducción del azul de me- 

tileno, cambia de azul a blanco, indica una prueba positiva, 

Separación 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 

vueden ser separados, según sus especies, con la observa - 
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a 

ción de la prueba de Telurito de potasio y de la 2,3,5 tri 

fenil cloruro de tetrasolium, así como la fermentación 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 

concentración final de 0.4% de telurito de potasio, incubar 

la caja en posición invertida a una temperatura de 3?ºb y- 

obeéervar cada caja despúes de un periódo de incubación de - 

7 días. 

Las colonias que reducen el telurito de potasio apare- 

cen negras en éste medio. 

b.-Tomar una pequeña canti:iad de las colonias que han creti 

do en el medio de BHI y que tenga 24 Hrs, transferirlas a- 

una caja que contenga agar glucosa tetrasolium (ATG), la re 

ducción del tetrazolium, se observa despúes de 48 Hrs a - 

una temperatura de 37 .. E grado de reducción se indica - 

como sigue: 
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alta reducción...escscccsccacccoce. (+4 a +3) = rojo. 

reduc0i6n m0derada........-....... ( +2 ) = r08a. 

reducción dévil......ocaccoacecaco ( + 1) = palo de rosa. 

colonias bcas. " Cuando no hay reducción..........e ( 0) 

Todo éste porcentaje es sobre las colonias que han cre 

cido. 

C.—- Pasar una pequeña 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 púrpure, ésta - 

prueba tambíen se puede llevar a cabo en tubo, el medio de- 

cultivo debe tener 1% de D- sorbitol y 1% de Elicerol. 

Hay que :$ener mucho cuidado de no picar el agar, ya - 

que la siembra se debe de hacer en la superficie del medio- 

carbohidratado. Incubgr el medio 3737ºb. el cultivo sembra- 

do no debe de producir Áácido en un periódos de 41 días de - 

incubación, ya que la producción de Áácido indica una prue - 
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ba positiva. Una prueba cuya reacción es negativa para el - 

D- sorbitol ó glicerol, muestra la presencia del S. feacium. 

La base para agar que sirve como indicador puede no- 

cambiar de color. 

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

color negro.) 

La reducción del tetrazolium y el desarrollo de colori 

nias en el agar TTC, además de la fermentación en el D- sor 

bitol y glicerol, indican la presencia del S. faecalis y al 

gunas de sus subespecies. 

La determinación del Estreptococo fecium y algunas de- 

sus subespecies se efectúa como sigue: 

l.- Inccule, por el método de picadura de la gelatina, con- 

una pequeña 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 periódo de 12 a 14 días, de acuerdo a la ve- 

locidad de crecimiento. Despúes del periódo de incubación- 

se colocan los tubos en baño de agua fría ó en el refrigera 

dor, por espacio de 15 a 30 minutos, para determinar si aún 

no ha solidificado la gelatina. Los controles inoculados - 

pueden correrse en forma paralela, especialmente cuando la- 

incubación es prolongada y los periódos pueden cruzarse. 

La subespecie del S. liquefacium, que se mencionó an - 

teriormente como parte del Ístreptococo faecalis, éste se a 

puede determinar mediante la observación del medio de siem- 

bra, es decir si la gelatina se solidifica, quiere decir - 

que se encuamtra presente el $ faecalis, pero subespecie - 

Zymógenes y no liquefaciens, la reacción que se utiliza - 

para llevar a cabo la separación de éstas dos subespecies, 

es por hemólisis. 
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2.- Las propiedades hemolíticas del Estreptococo fecal, se 

determinan por medio del sembrado en Pour Plate. 

Se funde la base para agar sangre y cuando ya esté - 

frío se le agrega un 10 % de sangre de borrego y sá mezcla' 

las cajas se púeden inocular por estría ó por el método de- 

Pour Plate y se incuban por espacio de 48 Hrs. 

Despúes que ha pasado el periódo de incubación, se lle 

va a cabo la.lectura , para determinar si hubo crecimiento- 

y se observa la hemólisis alrrededor de las colonias y se- 

hace la clasificación 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 reacción hemolítica, ésta se pueda observar perfec 

tamente/ 

La hemólisis se clasifica en tres tipos: 

Alfa hemólisis. 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 decoloración del glóbulo rojo, por lo que alrrededor - 

de la colonia aparece una zona que percibe claramente y se 

ve de color verde-amarillento. 

Beta Hemólisis, Las enzimas del Estreptococo fecal, destru 

yen totalmente a los globulos rojos, produciendo una zona- 

clara de decoloración amarilla alrrededor de las colonias, 

en el medio de agar sangre. El Estreptococo faecallis sub-. 

especie zymógenes, muestra B hemólisis en el agar sangre. 

Gamma Hemólisis, Algunas enzímas del grupo de Estreptoco- 

co que no producen hemólisis, a éste grupo se le conoce - 

como Gamma hemolítico, el Estreptococo faecalis es Alfa - 

ó Gamma Hemolítico. 

1-



La hemólisis se verifica sobre todo cuando se están uti 

lizando transferencia seriadas de un cultivo en el laborato- 

rio, por que en una de las transferencias la hemólisis puede 

perderse, Estas especificación es muy especial para el 5S. fa 

ecallis subespecie zymógenes, cuando la B hemólisis no pue- 

de llevarse a cabo despúes de la transferencia en merie. 

e.- La reacción negativa del teluro de potasio, el medio de- 

tetrazolium y la ausencia de la fermentación del gliserol y- 

D-sorbitol, indican la presencia del S. faecium. 

f.- Colocar una alícuota 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 púrpura 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 Áácido en un pe- 
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riódo de 4 días. 

Si el 5. faecium estí presente, l. L-:r:binosa, se 

fermenta y produce ácido, por lo que el medio se vuelve- P 

marilloa. 

les, insectos y otras fuentes animales). 

En contraste con l2 separeción del Enterococo, nue- 

se describe en la narte 7.4.4., las esnecies del Entero- 

coco se nueden senarar de su fuente original de donde se 

producen. La prueb? de la hidrólisis del almidón nos in- 

dica la separación de un Enterococo que es original de - 

los vegetales y usando ésta misma* brse, se pueden sepa - 

rar las especies que son de insectos y otros animeles. 

La prueba de le nentonización de la leche en Litmus 

milk, nos dá la separación de un microorganiamo, origi - 

nario de un insecto y su diferencia con loa 2runos de - 

Estrentococos de sangre caliente, ce muestran en la fi - 

gura ITII-D-4. 

Pars la identificación del S. de 1ne vepet-les, se- 

"tiliza la hidrólisis, per= cemr-rlns de les demás es - 
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pecies y fuentes de contaminación. El S., faecallis subespe 

cie “liquefaciens y Enterococo que se encuentra en los ani 

males de sangre caliente, no se pueden separar por ésta pgue- 

ba. 

La prueba de la hidrólisis del almidón se puede lle- 

va”r a cabo satisfactoriamente, agregandole almidón a las- 

cajas con agar 6 bien se puede utilizar almidón en líquido, 

utilizando tubos. (9). 

8.—- Prueba de la hidróligis del almidón en caja. 

l.- Vaciar un poco de agar a una caja y esperar a que se so 

lidifique, con un lápiz graso se divide el fondo de la cajá 

en 6 partes,se deja un testigo para cada una de las zonas. 

2.- Estriar cada una de las divisiónes, con muestras de BHI 

de 24 Hrs de crecimiento e incubar posteriormente a 37'b - 

por 24 Hrs, despúes de la incubación,inundar el medio con- 

una solución Iodoiodurada( lugol), ver parte II-C-5.3. las 
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estrías muestran claramente las zonas hidrolizadas, con la- 

la ausencia del color usual. Cuando se muestran zonas negro 

azuladas, en el almidón Iodurado, alrrededor de las colo - 

nías que han crecido, se considera una prueva positiva. 

b.- Prueba en tubo de la hidrólisis del almidón. 

l.- La prueba en tubo tambíen se puede llevar a cabo en tu- 

bo, usando un medio líquido en lugar de un agar sólido. 

a.-Se inoculan los medios, con el medio líquido de.almidón 

con los microorganismos de prueba y despúes de un periódo- 

de incubación de 18 hrs a 37'C, se observan los tubos de - 

almidón, que utilizan una pequeña diferencia a las pruebas 

de almidón 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 almidón, cambiando el color al medio- 

de rojizo hasta violeta fuerte. 

c.—- Peptonización de la leche. 

La peptonización de la leche en litmus milk, es usada 

para la separación del S, faecallis subespecie liquefa:-e.. 

ciens ( cuando su fuente de donde proviene son los insec - 

tos). 

l.- Pasar una gota del cultivo de BHI de 24 Hrs a un tubo- 

que contenga litms milk e incubar el tubo a 37%C y ob - 

servar el crecimiento a los 1,2,3...e.sscccssooo7 días. 

2.- Una prueba de la peptonización positiva, incluye la lic. 

cuefacción y el aclaramiento de la leche, apareciendo un- 

color pardusco. 

La peptonización indica S faecallis subespecie liquefaciens 
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El cambio de color sin aclaramiento de la leche 6 li-x 

cuefacción ( coagulación), indica una prueba es negativa y - 

se presume la presencia del Enterococo, que proviene de fuen 

tes de animales de sangre caliente. 

IDENTIFICACION DEL GRUPC Q DEL ESTREPTOCOCO. 

La separación e identificación del grupo Q del Str, se- 

inicia aislandolo del Enterococo, con los microorganismos de 

prueba en BHI + NaC1 al 6% y caldo BHI a un pH de 9.6 y un - 

crecimiento negativo 6 la falta de reducción del azul de me- 

tileno en leche al l%,ver la figura III-D-2. 

Otra de sus características del grupo.Q, es la fermentg 

ción de la sorbosa a un pH de 10, y la ausencia de crecimien 

to en medio del telurito, así como la hidrólisis del almidón, 

que tambíen es negativa, la prueva se realiza de éste modo: 

a.- Inocular un tubo que contenga sorbosa( para fernentarla), 
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con una pequeña cantidad de crecimientode un cultivo de BHI 

de 24 Hrs de incubación. 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 ésta se agrega el medio 

carbohidratado. Incubar el medio ya inoculado a 37%, ésta- 

prueba no debe de producir Ácido en un periódod de 4 días. 

La fermentación de la sorbosa, se presenta cúando hay- 

producción de Ácido, lo que produce el cambio de color del- 

medio, que va de púrpura a amarillo. 

d.- Pasar una pequeña cantidad de cultivo de BHI a un medio 

de sorbosa al 1% ( parte 5.1.8.), ajustando el pH a 10, con : 

una solución estéril al 30% de fosfato de sodio ( ver la 1—. 

parte II-B-5.1.8.), incubar el medio inoculado a 37 C por - 

un periódo menor de 4 días, si hay crecimiento, indica una- 

prueba positira. 
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C.- Inocular un tubo que contenga BHI más 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 días, dependiendo de la velocidad de crecimiento del cul 

tivo. Despúes de que ha pasado el periódo de incubación, co 

locar el tubo 6 los tubos, en un baño de agua fría 6 en un- 

refrigerador por un espacio de 15 a 30 minutos, para determ 

minar si ha solidifcado 6 no la gelatina. Si se tiene que - 

usar un control paralelo, se corre, sobre todo si'los periº 

dos de incubación son prolongados. 

de- El grupo Q del St, no hidroliza el almidón, la prueba -. 

de la hidrólisis del almidón se puede llebar a cabo como se 

indica en la parte 7.4.5. a ó b. 

e.— El Estreptococo. avium sp, lo constituyen los organismos 

Lancefield's del grupo Q, consecuentemente el grupo Q anti- 

suero, permite que se usen las pruebas de precipitacción, - 
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para tener un dato más para la identificación de éste gru-. 

po, sin embargo, éste antígeno que no sea demostrable en to 

dos los filtrados, la identificación en éstos casos depende 

solamente de las características fisiológicas.



Separación e identificación del S.bovís. del S, equinus. 

a.- 5. bovis y S. equinus, se separar como se hace con el - 

Enterococo del grupo Q del Estreptococo y ésto se hace por- 

crecimiento a una temperatura de 45ºC, pero no a una tempe 

ratura de 10% ( ver la figura III-D-2), 5. bovis y 5. equi 

nus, pueden ser separados por la prueba de la fermentación- 

de la lactosa, en la cual el S. bovis produce ácido y el S. 

equinus nmo. (c). 

b.- Prueba de la Hidrólisis del almidón. Se lleva a cabo co 

mo se indica en la parte 7.4.5. a 6 b. La prueba positiva- 

de la hidrólisis del almidón confirma la presencia del S. - 

bovis v del S. equinus. 

C.—- La prueba de la fermentación de la lactosa.La diferencia 

entre 5. bovis v S. equinus por la fermentación de la lacto 

sa, pasar una pequeña cantidad de un cultivo en crecimiento 

de 3HI de 24 *trs, a un cultivo que contenga agar base y a- 
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áste se le agrega un indicador de lactosa al 1% y que esté- 

en tubo de fermentación. 

Como siemore se recomienda que cuando se siembre se ha 

ga sin picar el agar, solamente sobre la sunperficie del me- 

dio carbohicratado. Incubar a 37-€ 7 observar la reacción - 

despúes de 4 días de incubación . Solamente el $. bovis dá- 

la reacción positiva de la lactosa y el 5. equinus no cam - 

bia.



REACTIVOS. 

A.— PRUEBA DEL INDOL REACTIVO. 

Disolver 5 gr de P-dimetilamino-benzaldheído en 75 ml 

de alcohol isoamílico ( 6 amílico normal), ACS graduado y- 

agregarle 125 ml de HCl concentrado. 

El reactivo se pone de color amarillo y tiene un pH - 

de 6.0, si al final el reactivo es de color oscuro, se tie 

ne que desechar. Algunos colores que toman los reactivos - 

recien preparados no son satisfactorios ó se vuelven insa- 

tisfactorios al cabo de unos minutos. El alcohol isoamílico 

y el benzaldehído son compuestos que se pueden adquirir en- 

pequeñas cantidades, en base a lo que se va a utilizar . 

Los reactivos se deben de mantener en frascos de co -- 

lor ámbar ú obscuros y con tapón de vidrio, si es que se - 

van a ál nacenar. 
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B.- REACTIVO ROJO DE METILO PARA PRUEBA. 

Disolver 0.1 gr de rojo de metilo en 300 ml de alcohol 

etílico al 95% y diluirlo con 500 ml de agua destilada. 

C.-REACTIVO DE PREUBA VOGES PROSKAUER. 

l.- Solución de Naftol. 

Disolver 5 gr de alfa naftol purificado (derretirlo a- 

92.5 C 6 un poco más), en 100 ml de alcohol etílico absolu- 

to. Esta solución tiene que estar recíen preparada en el mo 

mento de su uso, por lo que en ocasiones se tiene que pre - 

parar diariamente. 

2.-Solución de Hidróxido de potasio. 

Disolver 40 gr de hidróxido de pnotasio (KOH), en 100 - 

ml de agua destilada. 

de- REACTIVO DE PRUESSA Di LA OXIZASA. 

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

de etanol al 95 %. 
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P.- REZCIIVO. 32. Tesir 1 gr de p-añiñodimetilanilina ECL 

uloxalato) y disolver cn 100 ml de agua destileda, pre - 

>ararlo con frecuencia y almacenarlo en el reírigeracor, 

. 

no por mucho tienpo . 

SEDIOS. 

l.-Tri-tofano en ca]¿o, para la demostración de la pro =. 

cucción del Indol. ( ver la 2erte I1I-E-5.1.9. ), en la - 

prueba del Ixzdol. 

?.-Caldo NR-Y?P ( glucosa dufrer)para lá demostración de 

?a procucción de ícido en la vrueta del rojo de metilo,- 

esbido al c:mbio de color que se produce en écte medio y 

la producción de aceiil =e+il cerbinol, gue se demuestra 

en la oprucba Ce Yoges Prosrmer( ver 11-B-5.1.9.(b).). 

= - 2.- kner Citrato de Simmon =. Fara la dezostración de - 

cue el citrato es utilizado como única fuente de carbo-— 

-5.1.9.(€) para prepararlo). 
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4.- Agar Nutritivo. Coagulado en un tubo ligeramente incli- 

nado, para la vrueba de la oxidasa. ( ver la parte II-B-5.1. 

l. para su elaboración). 

72.- Medio de Descarboxilasa. Con base que contenga lisina,- 

HCl, Arginina-HC1l u Crnitina HCL , para la demostración de- 

la utilización de los aminoácidos específicos, ( 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. 

Tambíen se puede realizar toda la serie de pruebas Bio 

químicas utilizando tiras reactivas que se adquieren en el- 

comercio con los provedores de vroductos y reactivos quími- 

cos, algunas de las marcas que se puecen utilizar son: API- 

entárica 20( es de productos analíticos INC), Enterotubo( - 

Diagnóstico Roche;, Inolex( ZLivisión 3iomédica Inolex de - 

Joorporación farmaceútica y .uímica vilson), Miniteck(Labo-



ratorios Biológicos y Químicos de Baltimore), Pathotec prue 

ba en bandas( de la compañía Warner- Lambert). 
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PROCEDIMIENTO PARA LAS PRUEBAS BIOQUINICAS. 

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

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

la tabla IV-A-5. 

2.- Prueba del Indol. 

B.= Inocular un cultivo puro con 5 ml de triptofano en caldo. 

b.- Incubar el cultivo inoculado, a 37ºC, 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 agitación por 10 minutos, cbservar- 

y registrar los resultados. 

d.- Un color rojo oscuro en el alcohol isoamílico, 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, indiíea una — 
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¿cueba del Tndol negativa.La presencia de un color narmja 

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

3.-PRUZ3A DEL ROJO Dz FETILO. 

b.- Incubar por un periódo de 5 iías y zcregarle 5 gotas de 

metilo ( indicador). 

c.- Si se observa un color rojo, la rrueba es positiva, pe- 

ro si por el contrario se distincue un color axsarillo, la - 

prueba es negativa. La precencia de un color neranja, indi- 

ca un recultado dudoso, lo que puede inadicar la mezcia de - 

dos tipos de microorganis=es, presentes en la muestra de .- 

a srucucción de acetil =e-



T1 carbinol, con le presencia del alfa naftol y el niaróxi 

do de potasio, que produce un color rajizo. 

a,- A un cultivo puro, agregarle 10 ml de caldo puffer de - 

glucosa , 5 ml de sal de peptona glucosada en caldo, 6 uti- 

lizar prevíamente el medio de glucosa con buffer que Se uti 

1iz6 para la prueba del rojo de metilo. 

b.- Incubar el medio que S* haya utilizado y ya que esté 

inoculado incubarlo DOT 48 Hrs a 37 Ce 

C.- kgregar 0.6 ml de solución de naftol y 0.2 ml de KCH a- 

1 ml de cultivo de la sal de peptona glucosada en caldo - 

que tenga 45 hrs de incubación, éste se separa en tubos lim 

vios, Se agita vigorosamente 
por un perióédo de 10 segundos- 

se deja TE7C!PT nerfectazconte
 y Fosceríorment

e se deja Te- 

nosar pOT * 5 4 horas. 

de- Ubservar 1os resultades y registrarlos.
 Ta presencía de 

xn color TSSsa carmecí, indica una prueba positiva. Esta prue 



ha no se debe lee decptes de nhs de | horas. Uha prueba ae 

gativa, puede darnos un color cobre 6 un color café my pá- 

lido. 

5.- PRUEBA DEL CITRATO. 

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

una pequeña porción de cultivo puro, inocular una caja por- 

picadúra y despúes estriar el medio con micho cuidado, de - 

manera que no se toque ó raye los medios nutritivos. 

b.- Incubar a 37 C por 48 hrs,. 

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

miento dél microorganismce que se sembró, 6 para ver si no-. 

ha produtido cambio de color, si el agar tomó un color azul 

prusia y se observa crecimiento en el medio, indica una prue 

ba positiva; si no hay cambio de color indica una prueba ne 

gativa. 
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6.- Frueba del citocromo axidosa, (indofeno!l.). 

La prueba del citocrono oxicasa, se puede llevar a cabo 

con un producto comercial ya preparado. Este es un Dpapel con 

franjas, que sirven como indicadores, 6 un medio de agar en- 

tubo inclinado, ésto se realiza en la forma simiénte: 

2.- Inocular el egar nutritivo, del tubo inclinado e incubar 

lo a 37€ , por un periódo de 18 a 24 frs. Los cultivos vie- 

jes puedan quedarse sin usar. 

>.— A6regar dos Ó tres gotas de mactivo A y 3 en el tubo in- 

clinado, “ezclarlo y leer la reacción en dos sinutos, no más. 

C.- Una reacción positiva my narcada , Se pone de color -e 

27ul en cl tubo, 6 en papel indicador, se presenta en 30 - 

segundos. si se cbeerva u$a reacción lizgera despúes de 2 - 

:ingtcs, no se debe de tomar en cuenta. 
1 

7.- Frucha de la Cescarboxilasa(Lisina, Ornitina y Arginina). 

2.- La prueta comleta de la descarboxilasa, requiere de una 

serie de ¿GuLces de cada uno de los sminoácidos y tubos con- 
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trol que no contengan dichos aminoácidos. 

b.- Inocular ligeramente cada tubo. 

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

( el aceite debe ser mineral), ésto es para formar una capa 

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

y cerra el tubo con tapón de rosca. 

de- Incubar de 18 a 24 hrs a 37% y leer,sí dá una reacción 

negativa se puede reincubar por un periódo un poco mayor de 

4 días . 

e.—- La reacción positiva produce un color púrpura, en cambio 

la reacción negativa es de color amarillo. 

Se debe de leer primero el tubo control que no tiene - 

aminoácidos , en éstos tubos la reacción tiene que estar de 

color amarillo, para que sea válida. 

Los tubos positivos que son de color púrpura, pueden - 

tener turbidéz como evidencia del crecimiento, por que los- 
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tubos sin inocular, tambíen pueden ser de color púrpura . 

Si no hay fermentación, puede ser que estén presentes 

algunas sustancias alcalinas durante la incubación. 

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 que no sea mayor que la mitad del tubo. 

be- Incubgr los tubos de 24 a 48 hrs a 37ºC. 

C.- Examinar los tubos para observar el crecimiento, si son 

negativos reincubar en una cámara de agua por más de 5 días. 

d.- Si los microorganismos inoculados no presentan movimien- 

to, solo crecimiento a lo largo de la linea de inoculación, 

la prueba de la motilidad es negativa. 

Cuando ésta prueba es positiva, se observa crecimiento 

fuera de la línea de inoculación,y . se extieride atravez.del 

medio produciendo una apariencia nebulosa u obscura. 
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e.- Agregar el 2,3,5 cloruro de trifenil tetrazolium (TTC), 

éste medio nos sirve como auxiliar, para observar mejor la- 

motilidad. Los oeganismos que han crecido en el tubo inocu- 

lado reducen el TTC, por lo que producen una coloración ro 

ja a lo largo de la línea de crecimiento. 

9.- Pruebas Bioquímicas adicionales. 

Pueden utilizarse otras pruebas Bioquímicas si se cree 

necesario para la identificación adicional de bacterias en- 

téricas, por ejemplo, la fermentación específica de carbo- 

hidratos, ver la tabla E-5-1I1I, para las características .- 

Bioquímicas de las Enterobacteriaceas. 

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

tubos de prueba, los que proporcionan diferentes medios de- 

cultivo para las distintas pruebas, vienen en unidades de - 

plástico 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 códices co 

mo auxiliares en la identificación de las bacterias. 

Álgunos Investigadores han comparado los sistemas de - 

multípruebas con los sitemas convencionales y tradicionales 

de las pruebas Bioquímicas y casi todas es lo mismo, aunque 

| se están haciendo estudios más recientes en donde se reporta 

que se están aislando un gran número de microorganismos por 

Esta pruebas, tanto con las tradicionales, como con los sis 

temas de multiprueba. 
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Sección c). 

EQUIPO Y MATERIAL,



-APARATOS Y MATERIALES. 

1 le- Incubador que mantega la temperatura a 37 : 0.5 C, la 

temperatura se checa con un termómetro certificado por la 

NES, 6 con un equivalente en cuanto a exactitud. 

2.- Baño de agua, que mantenga la temperatura del agar a - 

4446 C . 

3.- Contador de colonias, modelo Quebek, Darkfiel, 6 un equi 

valente. 

4.- Contador de mano 6 electrónico( opsional). 

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

6.- Cartucho para cajas Petri de " " " "a 

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

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

ga su carta de calibración. 

8.- Un distribuidor bacteriológico estéril (T.D.), 6 pipetas 

de Mohor, de vidrio, ó de plástico de medidas adecuadas( ver 

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

15 mm. 

10.- Frascos de dilución de vidrio Prrex, marcados hasta un 

volúmen de 99 ml, que tengan su tapón de rosoa con su pro.. 

tección de corcho. 

11.-Mechero de tipo Fischer, Bunsen 6 una parrilla eléctrica. 

12.- Asas para inocular de 3mm de díametro, de cromo 6 de- 

platino, agujas para sembrar, calibradas (266B6$S) y un - 

embase apropiado para colocarlas. 

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

de díametro.). 

14.- Aplicadores estériles, palillos de plástico. 

15.-Tubos de cultivo Pyrex de 150 x 25 mm ó de 151 x 20 mm- 

que contengan tubitos de fermentación de 75 x 10 mm, con - 

tapón .



MEDIOS DE CULTIVO. 

De la sección A. 

l.- Agar Estéril de SPC ( agar para métodos Estandard, que- 

contiene, triptona, glucosa, levadura y agar), colocados en 

tubos( 15 a 20 ml por tubo), 6 en un volúmen cuantitativo - 

en los frascos de dilución, cerrados con su tapón de rosac- 

y su protección de corcho, ver la parte II-B. 5.1.5. 

2.- Agua Buffer de dilución estéril, colocada en los fras- 

cos de dilución hasta la marca de 99 ml : ml..bien cerrados 

ver la parte II-B-7. 

De la sección B. 

l.- Para la prueba óresuntiva se requiere de Caldo Lauril - 

ver la parte II-B-5.3.1, 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.(535L) 
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3.- Para la prueba complementaria. Se utiliza el agar de Eo 

sina Azul de Metileno. (EMB). ver la parte II-B-5.3.3. tam- 

bíen en éste paso se utiliza el Agar Nutritivo, ver la var- 

te II-B-5.l1.1. y 5.1.5. 

4.—- El agua de dilución , Agua destilada estéril colocada - 

en los frascos de dilu¿16n hasta donde están mercados los — 

99 ml.con su tanón de rosca. ver la parte II-B. 

Sección C. 

1.-Caldo Lauril Trinptosa ( igual que en le prueba para co- 

liformes toteles, en la narte presuntiva), prevarar un vo- 

lúmen de 10 ml en la concentragión adecuada, de acuerdo a- 

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

Beks)a 

2.- Preparar el medio de Ec en un volúmen de 1C ml para ca 

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

3.- Diluciones del agua, Puede ser agua buffer estéril 5 — 

agua vestonada, colocada en los frescos de dilución. 
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Sección D. 

l.- Dextrosa ácida preparada en volúmen de 10 mi, que se pa 

san a los tubos de prueba ya que es caldo ( no se requiere- 

de tubos de fermentación ), ver la parfe II-B-5.4.2. para - 

su preparación . El caldo de Etil violeta Áácida 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 Piate, ver la parte II-B-5.4.4. - 

para su preparación. 

3.- Agua destilada de dilución. Se esteriliza y se coloca - 

en los frascos de dilución. 

Para las pruebas Bioguímicas. 

l.- vasos greduados de 25 2 50O0 ml. 

2.- Tubos de prueba con t:pón de rosca de 100 x 13 mm y - 

150 x 20 mm. 
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Medios pera el Pour Plete. 

l.- Agar Pfizer selectivo para Enterococo (PSE), ó un 

equivalente como la esculina-azide-agar. 

S.— El agar se prepara antes de esterilizarlo, en un - 

matraz Erlen Meyer ó un frasco nue tenga tanón de ros- 

ca. 

2.—- Caldo Infusión Cerebro Cor=2ón, (BHI). 

3.- Agar de BHI, 

4.-Caldo de BHI més NaCl ( cloruro de sodio .51 6%). 

5.—-Celdo de BHI a un vH de 7.6. 

6.—-—Cajes con almidón. 

7.-Caido BHI con 4% de hilig. 

3.-Medio líquido de almidón. 

93.- Agar nutritivo sólino. 

10.- qitmis a77 fsolición indic=dor:). 

11.—-"echa desnatada con 0.1 * de "zul de metilen-. 

12.- Teluro de potasio en esldo BHT, 

13.- Teluro de potasio en ager sancrel( ovcion"1), 
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14.- Glucosa tetrasolium (T G ) agar, ó 2,3,5 trifenil - 

cloruro de tetrasolium agar (TTC). 

15.- Agar sangre con 10 % de sangre. 

16.-Solución de D-sorbitol al 1% en base de agar rojo - 

moredo. 

17.-Glicerol .al 1 í, en base para agar vúrpura. 

18.- Solución de L-arabinosa al 1% en agar púrpura. 

19.- Solución de lactosa al 1% en agar púrpura. 

20.-. Solución de sorbosa al 1% en agar púrpura. 

21.- Solución de sorbosa al 1% en base de agar púrpura a 

un pH de 10. 

Para su preparación, todos los medios de cultivo se 

nuede consultar la parte II-B de 5.1.1. a 5.1.12. 
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Sección d).- 

EXTRACCION DE LA MUESTRA 

ALEATORIA. 



d.— Obtención de la muestra aleatoria, . 

En lo que se refiere a la parte estadística del traba 

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

tra representativa de la población tendremos lo siguiente: 

Se efectuó un censo-encuesta en toda la noblación en- 

el que además de conocer el número de habitantes, tambíem- 

se les preguntó, por ejemolo, que tipos de alimentos con — 

sumían y con que frecuencia, como era su aseo personal, = 

con que tipo de servicios contaban » PpOr ejem, agua potable 

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

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

nó algunos datos, para conocer más a fondo, tanto el nivel 

socioeconómico, como el estado nutricional de los habitan-—' 

tes del mencionado ejido y de ésta menera tener un panora-— 

más general de la población en cuestión. 

La pobleción general se dividió en manzanas, para te-— 

ner un meyor control sobre la ubicación del domicilio de - 

cada familia, para poder localizarlas más facilmente des - 
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púes se realizarara el sorteo. 

Cuando ya se :tuvo a toda la población censada y las- 

encuestas con los datos solicitados, se procedió a tomar- 

un 10% del total de las familias,como muestra aleatoria. 

Según el censo el número total de familias, fue de - 

657 dando un total de 9000 habitantes, que al tomar el - 

10% nos déá un número 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 población va aumentó, ó por lo menos ha va 

riado, lo que anotaré en la parte de conclusiones, y si - 

se observa que el número de habitantes al que se tenía cen 

sado, es muy diferente, se procederá a realizar nuevamen- 

te el sorteo, para aumentar el tamaño de nuestra población. 

Para tener los rangos de edades con los que se iba- 
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a trabajar, tuvimos una asesoría de parte de la Organiza= 

ción Penamericana de la Salud (OPS), que nos proporcion6- 

a dos consultores expertos en enfermedades:tropicales y - 

ya que han trabajado con poblaciones qne tienen las mis- 

mas curacteriaticas-que la nuestra, pues bien, ellos nos- 

sugirieron que trabajaramos con edades de 0 a 5 años, - 

por la frecuencia con que se presentan las enfermedades - 

gastrointestinales en éste rango de edades, tal padeci - 

miento llegó a ser mortal en algunos casos. 

-+ Huestro estudio tiene como finalidad conocer la 

relación existehte entre la contaminación del agua de - 

consumo y la incidencia de las enfermedades gastrointes- 

tinales, por lo que se debería de tomar más en cuenta el 

dato anteriormente mencionado. Los Doctores asesores fue 

ron: Dr: Luis Cifres y Dr German Mora. 
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En base a lo anteriorzente expuesto, se decidió que 

de las 70 femilias a estudiar, colo se temarísn a los ni 

5os de 0 a 5 años que tuviers ceda femilia y Tevisando - 

leos censes se enccatró cue dentro de cada 

lo menos en la mayoría, solo hebía un niño de O a 5 años, 

por tal motivo solo se muestrearán 70 niños, en total co 

s0 muestra reprecentativa,el muestreo se llevará a cebo- 

de la sicuiente manera: 

<e muestreará a 10 niños diariar=ente durante una se 

"=Ba y se va a reencuestar sotre la alimentación ¿el nmi- 

ño, tambíen se tomarán muestres del aua de cossumo en — 

diferent.s recipientes y Buestras Ce lcs aliz-ntos, así- 

ceo de las narsones cue se ENCUENTTEN =53 eA contecto - 

con el niño E tarbíen se pedirá una rmuestra de zateria — 

Se va tirabajar ua se-ie de =Ry NETO YO TS = 



£ 

|Fl?ñº ':!Q 

— ULH_CU - 

2 tera |of1._¡u_v ¡r¡;_¡_c_e—.___—¡_r'… 

x
%
;
 

VZA .E 

h¡ "u. 5¿|. _JJRU- | 

e - Y NE EA desaLo A - N m 4 

… — —i— — ______—:—"'….—:_z—::._—:k. 

T 'W J ¿ ¡0¡¿0. '<fº. CU_H*U o _—IÍ 

5. _l¿:j t1?s'"—e———g¿n-* 4_..9.F_.. 
de 

;¡ — a? . % $ S'¡Ía.— i 

o L »'3'on N ? 

- = Dr L 
Y T n;_, — — E 6- 1. á?epn mbre-—— y 

eo E 
R — . A 
E .. Priu: 7: Í 

' ( Ne : 
. CALLET- P£EMU:-£ ——> - 

P E 0” . I?¡v ?:í . .'-._ ._-:_ SA 

X Ea l Poa | sE . 

, " » (. "a 5 y :: -'_.'-f' .. _.-_ AfQº$ 

cl í': < '_______£.…_.__c.-_.u -'Í'__ P T- de 
— SuTMeZ: ARE —! — E 

; b o — e EC pogindal “*c…rhw 
: LÍ 1 a 7 

'3L , 5 ¿t5 tbrero l .f T 

N e , 
- P é 
a hi 

UN .. Ea Q - 

slt E7 T = 

-.*i d 'Q ra 

!.,.—t - 

- 
x 2 diareos " a 

f-'-_.,¿:í31: '.I a 

* 



Diseño de la muestra. 

Método de muestreo: Se tomará en cuenta - 

casa habitación de la población de Santa ¡aría Magdalena, en - 

donde existan niños menores de 5 años, los cuales están debida 

mente localizados atravez del censo Poblacional realizado espe 

cíficamente para éste trabajo en los meses de Febrero- Abril - 

de 1985. 

El censo indica que existen 247 niños me- 

nores de 5 años, en los que el 90 % presentaba en el momento - 

de la realización de éste, Gastroenterítis, ya fuese aguda ó - 

crónica y de larga evolución. 

Tamaño de la mestra:Considerando lo antes 

mencionado y de acuerdo a la frecuencia del evento y a las - 

características tan especiales de la pobdlación; una muestra re 

presentativa sería el 10% del total de los niños menores de 5- 

años. Tendremos entonces que aplicando la normal a la binoninal 

resultará: 



P(100) - P (100) = 5 1.95= _1 despejando n 
l00 ?PQ/n 

1.96 100)= l (1.96) (100) ; a? 

? PQ/n 

£i9ºl=13q T 

b 
2 

=5125! PQ 2 
a 1 (.90) n=137.88 n 2 

En donde 1.96 es el valor de la discrepancia que pensamos encontrar. 
P.- Es la proporción de las características a estudiar. 
Fórmula 2 = P- 7 

[ 7 A- 7) 
para una certeza del 95%. n 

para una discrepancia de + 5% entre 

la voblación y la muestra tenemos: 100p-1007= 5 

Sustituyendo : 1.96 = (100P - 10097 -) 0oe — 1007 
100 1 | l= 

y <=>— 

.€'€J= 5 
l.96 £ 5 ; 

“ RE — ENZ n 

n 
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126) 
( 5 = n7 aE 1 2= n 

7 (1-7) 5 En 

2 
96 

( ——j) m “ 1-7) =n 
= 

Si realmente la población tiene una incidencia de diarrea 

de + el 90% entonces: 77 - (0.9) y 1T= ( 0.1) luego 

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

(1 6| 0.09=n , (39) ( 0.09) = 138. 
5 

SRealizamos el tamaño de la muestra por dos fórmulas, una vez - 

obtenido el resultado procederemos a la selección de éstos niños- 

sor medio del método alestorio simple. 



Groitulo.. III. 

Result=dos y Discusiones. 



RESULTADOS. 

Como se mencionó en le parte de la justificación, el 

estudio iniciedo pretendiía conocer el grado de contamins- 

ción que tenía ó que tiene el agua de consumo de los po - 
U 

bladores del ejido de Santa María Macdalena, por las carac 

terísticas que ya conocemos( que se encuentra circundada= 

por el canal del arenal, que llesa agua de desechos indus 

triales y conteminantes biológicos), (heces fecales princi 

palmente ), ahora desnúes de heber muectreado cerca de 70 

2 65 famili=s hemos obtenido d=tos muyrimuortantes, pues-— 

se comrrobó qúe 1- noblación recibe atravéz de le tubería 

( red de distribución del aguz notable),un agua que segíún 

los resultedos práctic-dos a ella, u estado breterioló - 

fico es bastante acentable, ya aue la cantid=d de micro - 

crooreanismos nresentes es mínim”, lo aue viene ? coOmDbro- 

ber miestra hinótesis de nue donde el agua se contemina - 

es en los recipientes donde se almecene, ya ses oll=s, +— 

tembos, cubetas, 4 tinacos y nor otro l-4n 1- narte de la 
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población nue no tiene agua entubada ó que no les llega a 

vesar de tener tubería, la tomen de alguna pipas que sur- 

ten de éste líquido a la pobleción, en éste caso tambíen - 

hay veligro de una mayor poaibiliQad de conteminación y - 

aunando que se encuentran junto el Canal del Arenal, que- 

es demasiado insalubre ya cue en lugar de llevar agua tal 

parece que errastrara solamente materie fecal. 

Las muestras que se tomarón en la comúnidad fueron - 

vrocesadas por dos técnices , le primer. fúe por el Méto - 

do del NMP ( numero més rrobable ), y la segunds fué el - 

SPC( recuento total de bacterias), en 1a-párte del NMP, se 

corrió con sus tres partes para mayor control, (la prueba - 

presuntiva, confirmetoria y complementaria),. y finalmente- 

a fodas les pruebas positivas se les realizó la tinpí6n de 

Gram. 

Lo anterior sobre la contaminación del agua, se com — 

vrobó mediante el análisis de ésta con las pruebas antes-— 

mencionadas, nor ejem, de una misma casa se tomaron varias 
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TABLE II.C-5 

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 95% Confidence Limits 

Lowear Upper 

o <22 o 60 
1 22 01 12.6 

- 56.1 0.5 192 

3 92 16 29.4 

4 16 33 5293 

5 >16 BO Infinite 

TABLE II-C-3 

Acceptable Limits" 

Parameters Lower Upper Remarks 

Total coliform bacteria 20 (0 for potable waters) 80 Limit. 200 colonies 
Fecal coliform bacteria 20 60 of all types Fecal streptococci 20 100 - — 

Colony counts < or > the limits cited above must be identified as outside al:th|¡ range. 

ISOLATIOÓN ANO ENUMERATION 83 



TABLE |II-C.6 

Selection of Coded Results, Five Tube Series 

Positive Tubes/mi Sample Volume 

Test 10 10 [: ] 0.01 0.001 0.0001 Code 

1 5 3 o Lo] Lo] o 5-30 

2 5 5 4 o Lo] Le) 54-0 

3 4 1 o o] o 410 

4 5 57 a 1 1 Le] 5-4-2 

5 - 5 3 o Le 5-3-0 

6 5 5 5 5 5 5-5-5 

7 o Le) o Le) s) 0-0-0 

B 4 ) 2 Lo) Lo) 4-0-2 

E o 1a o Ls) Le) 0-1-0 

“Undertines indicate positive tube series selected for code 
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mestras, una de la llave directamente, otra de donde la . 

almacenan ( ollas con tapadera), y una tercera del agua de 

garrafón( que es la que compran generalmente), las tres + 

muestras dieron un número muy diferente de bacterias, en - 

el recuento total, sjendo la más contaminada la muestra - 

que se tómó del recipiente donde es almacenada, en segundo- 

lugar la de la red de distribución y por último la del agua 

de garrafón, con ésto se verificó que donde se lleva a ca+ 

bo la contaminación es el lugar donde se almacena, por fal 

ta de aseo y en algunas ocasiones por dejar destapados los 

recipientes, siendo contaminandos tambíen por las moscas. 

Como se mencionó anteriormente hay un sector de la PO 

blación que carece de agua potable desde hace más de un - 

año y en una de las casas donde muestreamos, nos menciona- 

ron que tanto el drenaje, como una de las granjas porcí6o- 

las que hay en el ejido vierten sus desechos a un caño y - 
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que en algunas ocasiones cuando abren la llave el_agua 

sale demasiado sucia,probablemente la red de distribu - 

ción tiene una infiltración hacia los desaglies, por lo- 

que se está contaminando el agua de consumo, tal vez se 

escuche raro y se puede pensá£ que ésto no es posible,- 

que en la actualída¿ y a 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 metodología se mencionaron cuatro técnicas- 

para procesar las muestras de agua, pero solo pudimos- 

montar dos de ellas (NMP y SPC), debido a la carencia- 

tanto de material, como de medios de cultivo y como so 

lo se consiguieron 4 de los que se utilizan en las téc- 

nicas más importantes para el control bacteriológico- 

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 población , así como sus proble- 

mas en lo que se refiere a la calidad del amua, por lo - 

que se ha optado por girar un poco el estudio de Investi 

gación hacia lo que es la gastroenterítis en los menores 

de 5 años, causada por la contaminación del agua de con- 

sumo, de acuerdo a los métodos estadísticos, se numera - 

ron las familias y se extrajeron los números en forma -= 

aleatoria. 

Aunque ha variado el estudio ya que se está 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, así como la experiencia que - 

ha ido adquiriendo el grupo,gracias a los cursos que se- 

han llebado, por ejem, Epidemiología. y Estadística, es- 



tas son las ceusas 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 número aproximado de pobladores en en ejido y - 

posteriormente se reforzó con el nuevo censo-encuesta, en- 

buse a ésto y consultando algo de bibliografía, además de- 

la asesoría de la experta en Estadística de la Organiza - 

ción Panamericana de la Salud (OPS), Dra Silvia Hartman, - 

se llegó a le conciusión de que la muestra st debía obte- 

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

lLa),como con la ayuda de un mapa de la población, en el - 

que se divide el poblado en sectores, tomando en cuenta - 

los puntos cardinales, distribuyendo lo más homogéneamen 

te a la población a estudier, de manera que los dos méto 

dos nos dieran ó arojaran resultados que fueran muy simi — 

lares entre sí, el número resultante fue de 80 niños 
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aproximadamente, generalizando es un niño por familia ( sola 

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

las familias a muestrear fueron las siguientes: 

| Nombre domicilio. muestra. 

! 
l.- Eustolia Pérez. Brasil %$4 denósito. 

2.- e . N 1 Haría Júarez Remírez DaXl +-16= sal 

3.- dJuane Júarez Brasil + 8, olla con tapa. 

4.- Ma. Luz García,. Brasil * 14. bote con tapa. 

5.- Fam . García Pérez. Brasil * 26. botellón y cu- 

beta. 

6.- Belinde Sáénchez Vaurges. Hidalgo € 15. botellón y 1L5 

ve. 

 7.- Cat:lina Pérez Hidalgo *9. llave. 

- 
| E.- Fem Hernández Rivera. Hidelgo + 11. tinaja y liuve. 
— 
l 

. 9.- velén León siontero. Júarez % 7. llave y tinaja. 

¡10.-Victoris Herníndez. Revoiución ¿l1 garrafón y 

L c.1ntaro 
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pariic_.... . A r R A 

. 

11.- Escuela primaria. zona centro. mangueraa i 

12.-Ma del Carmen León Júarez £ 23. ( llave). 

13.-Angélica Júarez. Revolución % 14. ( llave). 

l4.- Ma. de jesús V. " " X Colla). 

15.-Margarita Júarez. Júarez * 3. ( tambo). 

l6.-Rosa Pérez Léoh. Revolución % 20. ( llave). 

17.-Ma. Paula Vargas. Privada Hidalgo * * ( tinaco). 

18.-Josefina Dávila Hernándes. Hidalgo % 10. ( cubeta). 

19.-Ma de la Cruz Luna. Hidalgo % 23. ( botellón).| 

20.-Ma de la luz Castillo. Revolución % 34. ( llave). 

21.-Ma de la luz García. Hidalgo * 29. ( manguerad 

22.-Celia D' León . Júarez * 23. (Colla). 

23.- Filiberto Jiménez. Hidalgo % 43. ( tambo). 

24,- Arturo García Liina. 16 de Sep. £ 2. C cubeta)_ 

25.- Juan Pérez Gonóéález. Alfredo Bonfil * 53. ( olla). 

26.- luis Fernado G. San José $/1. ( llave). 



27.- Elizabeth Sánchez . San Jbsé % 15. olla. 

28.-Lucia Rojas. Independéncia % 19. cubeta. 

29.- Felipe Férz. " " 4 20. tambo. 

30.- Fidel D' León. " " 7 32. llave. 

31.- Sofia Farfan. Privada de SBan Juan 

K 2. llave. 

32.- José González. Hidalgo * l1. cubeta. 

33.- Francísco Pérez. P. Júarez % 27 A. llave. 

34.- Alfredo “Sarcía. Alfrredo Bonfil 41 olla. 

35.- Beatríz Hernández. Revolución % 25. tambo. 

36.- Patricia Almanza. Revolúción % 60. tambo. 

37.- Yolanda López. San Juan * 2. llave. 

38.—- Gilberto Júarez. 5 de Tebrero % 32. llave. 

%,- Esperanza López D' León. | Hidalgo * 4. llave. 

40.—- Ma. de Lourdes Trejo. Hidalgo % 50. tinaco. 

41,- Angéliza D! León “erdez. Hidalgo % 56. olla. 

.42.—— Jc-1;e;“-í;1; -1-1.;:'rollo. Hidalgo % 6l1. olla. 



43.- Angélica Luna. lfredo Bonfil % 35. tinaco. 

44,- Estela García. 16 de Septiembre % 29. llave. 

45.,- Margarita D' Santiago. | Priv. Revolución %14; llave. 

46.- Francisco Sánchez. Francisco Villa xl. llave. 

47,- Victor González D' Léón. Emiliano Zapata % 2. garr¿£6n. 

48.- Esther D'Santiago. san José % 3. garfaf6n. 

49,- Carmela Cortéz. Priv San José. % 9. garrafón. 

50.- Carmen Glez Jiménez. Independencia 58/N . olla. 

51l.- Esperanza Estrada. Morelos 5/N. tinaco. 

52.- Consolación Balderas. |Alfredo j¿nfil ¿ 59. cubeta. 

53.-Rosa. Fernández. Hidalgo % 17. cubéta. 

54.- Rebeca Rios. Hidalgo % 19. tambo. 

55.- Clementina Cruz. " "TEO tambo. 

56.- Concepción Vargas. p " 79. cubeta. 

57.- Lourdes Patiño. ! " llave. 

58.- Fermín Ortíz. ! "* 13 r . 
olla. 

99.- Oscar Galindo. : " $7 17. Olla 

60.- Pedro Resendíz. y " Y 4, llave/ 
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Resultado de lrs muestrrs que se ?nalizaron por el métº 

do del recuento total de hrcteriss (SPC), en todes las mues- 

tr"s se utilizó el método del Pour Plate ó vaciado en caja - 

y se smbró 1 ml de muestrr con dos diluciones, 1:10 y 1:100. 

Se utilizó el agar nerr métedos Estrendard.(SPC). 



Las pruebrs se re:li“sron n un total de 00 muestrºs_de— 

agua de consumo, l=s muestrses fueron tomades de la red de + 

distribución, las cubetas donde la almrcenen y del grrmfán- 

de "gun purificada. A csda un? de las muestr,?s se le hicie - 

ron tres diluciones: a b y Ce 

Clrve: 

a= Dilución Directa. b = Dilución 1:10. 

e= dilución 1:100 

No de muestra. e col/m. b col/m. e col/m. 

l= 100 " " CA Cs 

E Incontables " 285 "m 40 " 

_. 500 » — 330 " ” 320 " » 

4.— 20 " " 190 " " 100 “ » 

5. 20 » » NO - - . = 

6.- | Más de 300 " — 295 ". 200 " " 

T 200 “ — 135 " " 80 " . 

- T E 

g9.— 300 ".» 200 * " 189 " ” 

10.- | Más de 300 " —”" 295 w 200 " " 

l11l.- z "300 * - 3O * - 280 * " 

D,= Incontables" " 300 “ ” 298 " " 

13.- 209 " " 1890 " _. 150 “ 

l4,—- 3 " — 280 » ” 200 " " 



No de a c01/m1J b col/ ml. e col/m. 

muestra. 

15.- 190 » 00 * .. 90 p 

l6.- | Incontables" " 309 " " 250 "— 

17.- 195- * » 1009 " ' 80 — "— 

18.— EO - 100 " = 29 " 

19.—- 20 " m TO » " C 

20.- |Incontables " " 300 " " 280 * - 

21.- |" " "— " 300 " " 200 — _ 

22.- 260 .* l20 " " 66 " P 

23e- | — | ——————— 

2 .= | | 2 | 

25.- 280 “ ——" 239 " —-. 2900 " —”" 

26.- |Incontables " " 300 » " 200- = » 

27.— 60 " - 23 " ” 20 " " 

28.— 2— “ 200 * * 199 “ . 

29.-— — | Tu 

0.- 60 " _” 55 “w_——-” 49 "—” 

N.— 23 " ” 29 w — 15 m 

.- 1890 » » 1920 " — as "" 

32.— f[(ncontsbles " — 39 " 709 " —” 

SA INy "— En " nn » — 



NO de A col/ml. b col/m, E col/m. 

muestra. 

35.- 125 “ m 100 » » E- 

36.- 120 ” m 100 " " 80 * " 

37.- 50 -* - 30 * TO wi 

38.- 250 " m 200 " " 180 * » 

39.- 280 m m 199 " » 100 “ " 

40.- 3900 "o 250 * » 160 * » 

41.- | Incontables " — 300 " » 2390 * ” 

42.—- 280 " » 190 " » 190 * 

43.- | Incontables " 290 * * 200 * * 

44.— 300 » » 250 = - 200 » 

45.— 20 "— 18 »” 19« « 

46.- 59 "o 40 » 5 "" 

47 .- 100 " " n0 "— 80 " »” 

43.- 150 " " 1090 " 80 " " 

49.=- | — | 

0.- | — .. — TE 

¿¿ * - T E 

52.- 10 " 5 " — — — 

53.- 190 BO " — » " " 

.- 100 » » 60 " ” 29 ” 
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No de a col/ml. _º_col/m1. e col/ml. 

muestra. 

55.- 150 ". ” 100 " — ¿ 

56.- 200 " — 18909 » — 199 * » 

57.— Ta p — 

58.— 270 — 20 " — 196 » 

59.- EC T 290 "— 200 “ _. 

60.- Incontables “ " 390 " — 295 " 
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Result=-dos renlizados a les 60 muestras de gua de - 

consumo de l=2 comunidad de n nt: Máría Magdelena,el méto- 

do utilizado fue el de el (N.M.P.) Número Más Probable. 

PRUEBA PRESUNTIVA. 

En tubos de fermentación en Usldo Lauril Sulfato. 

Claves utilizades: 

a = Dilución directa. b = Dilución 1:10. | 

e = Dilución 1:100. 

€ = Producción de gns. * = Turbidéz. + = ligera, 

+ + = medir, + + + = abundante, + + + + = méxima. 

do de 1= aE _b e 

muestra. 

1 k ++y! £ + negativo (-). 

2.- de + d + [ 

3.= E + + E + + E *+ 

4.— £ + + E + » 

D.— * E E 

6.- e + £ + d 

'7.- 2 + € + a 

8.— E E a 

.- % + £ + + £ ++ 

10.- % 4 negativo (-). 
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No de la -E — _e 

muestre. 

ll.- E + E E 

12.- a € 

13.- k ++ La d 

14.- E + + E + + É + 

15.- u % negtivo.(-) 

16.- neg-:tivo. neg-tivo. ner tivo.(-) 

T - 4 d negrtivo.(—) 

18.— neg=tivo. negriivo. neg-tivo.(-) 

19.= y neg-tivo. negetivo.(-—) 

20.= negativo. neg=tivo. ne—tivo.(-) 

S ye ú % nem-tivo.(-) 

22.— negetivo. negativo. nemativo. (-) 

23.- negtivo. neg-tivo. neg=tivo.(-—) 

24.— E negrtivo. enmvio de ecg 

Lor: 
25.— 4 neg tivo. nestivo.(-) 

26.— ner tivo. negrtivo. neg=tivo.(-) 

É m negetivo. negntivo. neg tivo.(-) 

23.— neg-tivo. nemitivo. neg tivo.(-) 

29.— e E a 

39.— E + 



No de la a ZE 5 

muestra. 

Tr l E negetivo. (-) 

. -+ negativo. (-) 

33. negativo. negativo. negativo. (-) 

34.- E + + £ + EA 

35.- L ++ -E + d 

36.— € + E E 

I7.— U la Ea 

38.— K+ E + 7 

39.- E ++ la + 

0.- -E Z y H ++ » + 

41.— Eym+:+ f + l 

42.- EyFria T+ K+ 

dis= E yAr++ E++ ñ + 

44.- negetivo. negetivo. negativo. 

45.— negativa. negativa. negativo. 

46 .- £ y negativo. (-) 

47.— E + 4 

48.= € + e E 

49.- negrtivo. negativo. negetivo.(—) 

50.- L Za * 
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No de la _a b c 

muestra. 

21.- neertivo. 1emitivo. neg-tivo. 

.- neg-tivo. neg:tivo. negativo. 

53.— ee 4 ñ 

54.— de + y 4 

55D.— k ++ K + k 

56.— L + + L + A 

T.= negrtivo. nes tivo. neg-tivo. 

58.— Y + x en 

29.- % + + T + E 

60.- t ++ % + T 

Número Yás Prob-ble 

PIUEBA CONSTAMZITOIA 

En tubos de fermentación en “eldo bilis verde brill-nte. 

3.— _________ e ii + 

.- — exbio de | ———————— 
4 color. 

De= e cembio de | — ———----———- 

color. 

Te= — T+ 

B E S c-mbio de | — ———-—————— 
olcr. 

Tr C NR EE 

hr - a S - aa 



No de 1 a E £ 

muestre. 

20.-— N 

24.- : 
25.- U " 

26.— E + 

36.- Ea 

37.- cembio 
de color. 

39.— n 

45.— z 

236 n 

54.— 4 

60.— % 
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Prueba: MUNZ30 MAS PROBABLE. 

Resiembra de los tubos de BBGL ( bilis verde brillan- 

te lactosado) a cajas de agar corj Eosina Azul de fletileno - 

(EMB) y y tubos con agar inclinado( agar nutritivo), para - 

verificar el crecimiento de los microorganismos Gram negati 

vos mediante la tinción de Gram, que se realiza posterior - 

mente al periódo de incubación y crecimiento. 

De los tubos que presentaban crecimiento, se sembraron 

en los medios anteriormente mencionados y casi en la mayo:- 

ría de las cajas se observó desarrollo de colonias puras, - 

es decir se puede decir que solo son colonias de coliformes 

libres de contaminación 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- 

tinción de Sram, se observaron solamente microorganismos - 
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Gram negativos. 

Las colonias que crecieron en el medio de EMB, tenían 

el característico brillo metálico que presenta las bacte - 

rias coliformes en el medio de ENB. 

No se realizaron pruebas Bioquímicas, para identificar 

con eactitud 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 capítulo de la Introducción, se viene men- 

cionando que el agua es un importante vector, en la tras 

misión de las enfermedades infecciosas de tipo entérico- 

en comunidades tanto humanas como animales, por lo que - 

la mayoría de los estudios sobre bacteriología 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 número 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 cultivo artificia - 

les del laboratorio. Sin embargo, se puede mencionar bre 

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

le- 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. 

-Termófilas. 

-Bacílos aerobios esporágenos. 

5e- Cocos: 
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a.- Pigmentados, generalmente amarillos, muy frecuente= 

mente Sarcina lutea. 

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

y otros. 

6.- Bacterias fijadoras del nitrógeno- Azotobacter aqua 

tile. 

7.- Bacterias nitrificantes,-Nitrosomonas y nitrobacte - 

rias. 

Si se pudiera aislar con facilidad las cepas bacte 

rianas consideradas como patógenas, a partir del agua- 

no sería necesario las no patógenas, para determinar la 

calidad bacteriana y mejor dicho la calidad sanitarias- 

del agua. Sin embargo no es el caso, y las especies pa- 

tógenas son oscurecidas por un mayor número de bacterias 

saprófitas que las acompañan. Y sumando a ésta el hecho 
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de que muchas de las especis patógenas tienen requerimien 

tos especiales para su cultivo, por lo que es necesario - 

emplear técnicas laboriosas para su aislamiento. 

Es lógico pensar que el agua que está contaminada - 

con materia fecal, puede contener tambíen bacterias que - 

sean productoras de enfermedades entéricas. Esta hipótesis 

se convierte en un hecho comprobado, en el caso de que - 

las aguas negras, en donde se vierten los residuos fecales 

de toda la comnidad, que además de individuos contaminaie: 

dos con éstos gérmenes, existen portadores sanos que prác- 

ticamente siembran éstas aguas cop microorganismos entero 

patógenos. 

Con fines prácticos, el hallazgo de indicadores de - 

contaminación fecal del agua, significa que tal muestra - 

representa un peligro para la salud, y ñor tal motivo, el- 

análisis bacteriológico del agua, está ¿ncaminado hacia la 

busqueda de éstos indicadores de contaminación fecal. 
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Los mejores indicadores desde el punto de vista bacte- 

riológico, lo constituyen los miembros de la flora normal - 

becteriana del intestino, que son excretados con las heces, 

que permanecen viables por ciertos periódos de tiempo: por- 

ejem, doliformes, enterococos ( Streptococus faecalis) yY —- 

Clostridium perfringes. Cualquiern de éstos tres grupos de - 

microorganismos permnecen vi«bles nor mís tiempo, por ejeg 

Salmonella tynhi agente causal de la fiebre tifoideaz en el- 

hombre. 

La técnica usual para el analisis bacteriológico de - 

la celidad sanitaria del agua, utilizada como 1ndicador de- 

la contaminacion fecal, “1 gruno de coliformes, por vari=s- 

razones. 

l.- ón primer lugtr, su número es m-vor en las aguas conta—- 

Minsd=s nue el de los otros dos srunos, 

2.- Su viabilid=d en el sfus es suficiente nera determinar- 

conts-minsciones feceles, más ó menos recientes. 

3.- Su aielamiento y cultivo es h=etente fécil. 
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Los enterococos son menos abundantes y su cultivo es - 

más difícil. Cl. perfringes, siendo un gérmen esporulado, mo 

permite especificer si la contamin-ción fecel es reciente - 

o no; en caso de serlo, las especies patógenas ya han muer- 

to si es que se encontraban presentes. Además es un germen- 

que se encuentra en úenor número que las coliformes. 

El gruno coliformes lo constituyen miembros de la fa - 

milia Enterobacteriscea, due utiliza la lectosa, con forme- 

cióm de ens. 

En aguas contaminrdas con heces, E. coli y Entefobacter 

2erogenes y closcas,que son los coliformes responsables de - 

las pruebas positivas. 

Además de las pruebrs cualitativas para buscar colifor . - 

mes es conveniente hacer una prueba cuantitativa nara deter 

minar el múmero total de bacterias de todos tipos que se - 

encuentren nor unidad de volúmen. Este tivo de determinación 

es aproximada, va nue como vimos anteriormente, algunas es-— 
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pecies bacterianas autoctonas del agua, no crecen en los - 

medios convencionales del laboratorio. 

La legislación v?gente en materia de salubridad y dis 

posiciones conexas de la Secretaría de Salubridad y Asis - 

tencia, establece, que para que un agua sea considerada po 

table, desde el punto de vista bacteriológico, es hecesa - 

rio que reuna las siguientes características: 

l.- No debe de contener más de 20 coliformes/lt. 

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, - 

que produscan pigmento (cromógenos), 6 que despidan mal - 

olor. 
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En base a la falta de material para realizar todas - 

las técnicas del control bacteriológico del agua, y ya que 

solo se consiguieron algunos medios de cultivo, la calidad 

bacteriológica del agua que se estuvo procesando, se veri- 

ficó solamente por el Recuento de Coliformes Totales y por 

el Número Más Proba$le, pero se considera que con éstas dos 

pruebas ya se tiene una pequeña idea de la calidad del agua 

de la comunidad que se estudió. 

Aunque se tiene en proyecto que más adelante cuando se 

tenga un poco más de recursos tanto económicos como técni - 

cos, se montarán las cuatro técnicas y se volverá a realí¿5: 

zar el etudio, en diferente época del año, “para ver las va- 

riaciones que hay. 
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DISUSION. 

Para llevar a cabo la elaboración de éste trabajo se 

pasó por muchísimos obstáculos y todo Ésto debido a que - 

en nuestro Estado( Querétaro) y en egenral en todo nues = 

tro país ( México), los estudiantes que egresan de cual 

quier licenciatura, 6 de cualquier área, Ingeniería, Cien 

cias Biológicas, Leyes, Arquitectura, etc, no tenemos la- 

más mínima idea de lo que es la investigación, 6 por lo - 

menos tener un poco de conocimiento de lo que es el"Meto- 

do Científico", ya que éste no tiene aplicación en las - 

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

alumo no le queda bien claro la idea del ¡létodo .6 la 

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

del estudiante que estÁá dormida y no ha sido explotada de 

bido a la falta de actividad científica, ya que todos los 
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estudiantes tenemos éste tipo de inquietudes y sobre todo - 

los que nos hemos inclinado por carreras que se encuentran- 

relacionadas con el área de la salud, como siempre nos en - 

contramos con preguntas como: ¿ Cuales son las causas del - 

aumento en las tasas de mortalidad infantil en ésta ciudad, 

por enfermedades de tipo intestinal producidas por entero - 

bacteriaceas, que son tan frecuentes en nuestra región y - 

aunado a ésto tenemos que nuestro Estado ha crecido y ocu- 

pa los primeros lugares en muchas afecciones como son: la - 

amibiasis, desnutrición, cancer cervicouterino, malformacio-. 

congénitas ( toda ésta información la hemos adquirido por-- 

pláticas con Médicos de la región), 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 muestra 

población y a pesar de ésto no nos hemos ocupado por recopi 
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lar datos a nivel regional, para tratar de conocer que tan 

cierta es ésta información y de ésta manera tratar de bus- 

car una solución al alcance de nuestros recursos. 

Por que aunque es muy importagte conocer la problemá 

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

lo que se debería hacer, supongo, es revisar los archivos- 

de las instituciones y conocer los casos que se han dado 

aquí en Querétaro, para poder inciar la Investigación en 

el “stado, ya que aunque la desnutrición que padecen los - 

niños qQueretanos y la que padecen los niños 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-r 

tivo de los padres, el tipo de alimentación, 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 creo que--- 

es de mucha importancia iniciar las Investigaciones a nivel 

regional y en ésta forma contar con datos reales de nuestra 

población 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, económicos y tegnológicos que existen en- 

nuestro país y no estar buscando tegnología sofisticada y - 

soluciones que se basan en problemas que tienen diferentes- 

causas a la nuestra. 

Cuandó se inició éste trabajo, desconociendo por com - 

pleto lo que se refiere a el área de Investigación, empecé- 

vor informarme y leer un poco a cerca de lo que es"Método - 

Científico", así como melacionar con personas dedicadas a la 

Investigación(los expertos de la Organización Panamericana- 
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de la Salud,.Organización Mundial de la Saludy asesores de- 

la UNAM, Investigadores del Intituto de Enfermedades tropi- 

cales,etc por menceionar algunos de ellos), para conocer un- 

poca más el campo en el cual me intciaba, y ahora despúes - 

de casi dos años de estar en el Proyecto de Investigación - 

dentro de la Escuela de lMedicina, he tenido la oportunidad- 

de relacionarme con las personas que están haciendo Investi 

gaciones a nivel Internacional, algunos de ellos son: Dr: - 

Italo Barragán, Dr: luis Cabrera Coello, Dr: Ezequiel Paz,- 

todos ellos “"pidemiólogos, Dra: Silvia Hartman Estadística- 

Dr: Cífres y Dr:German Mora Expertos en enfermedades Tropi- 

cales, Del Instituto de :nfermedades Respiratorias Dr: Da - 

niel López Acuña Epidemiologo, Dra: Cristina Contina de Na- 

va, en el firea de Leaboratorios:¡;Dra Gisela Humbolt, Dr: Ro- 

milio “svejo, (UNAM), Dra: Monike iMitastein coordinadora de 
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la organización 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 relación, el grupo de In 

vestigación que se está formando aqui en la Escuela de Medi 

cina de la UAQ , ya que es my cierto ese dicho de que"para 

hacer Ciencia hay que rodearse de ella", además de los profs 

fesores arriba mencionados, son algunos más 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 permanente por parte de la 

UNAM, taembíen naestro grupo de Investigación ha asistido a-- 

cursos de Epidemiología, Estadística, conferencias sobre - 

contaminación del agua y contaminación ambiental, que nos - 

han proporcionado la información mínima para seguir por el- 

camino de la Investigación Regional, claro que ésta en - 

- — 



nuestro país está en pañales, pero ya se tiene mucha rela=.. 

ción con las personas expertas en ésta Área y que realizan 

Investigación a nivel Mundial, lo que sucede es que en la- 

mayoría de los casos carecemos de la información necesaria 

para emcontrar los caminos que nos relacionen con los ex - 

pertos, pero como en la actualidad se está dando mucha ime 

portancia en lo que se refiere a la Investigación en Áárea- 

de la salud, se está trabajando ya para contar con datos - 

en todo el país y de Éésta manera tener una base que nos - 

pueda ayudar a crear una infraestructura, para que sobre - 

ella se levanten los pilares de la Investigación Nacional- 

en Ciencias de la salud. áhora bien, ya se tiene el camino 

para relacionarse con Investigadores que tienen más tiempo 

dedicados a éste campo, lo único que nos falta es hacer - 

más grande y más fuerte ésta relación con éste tipo de - 
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Instituciones y de personas y lograr algo importante en Ééste 

campo. 

Por otro lado, a lo largo del tiempo que me ha lleva- 

do el elaborar éste trabajo, tambíen he tenido la oportuni - 

- A 

dad de asesorar a varios grupos de la Escuela de Eedicina - 

Humana y de “edicina eterinaria y Zootecnia, en el área dé1 

laboratorio de cultivos, donde he podido aplicar los conoci- 

mientos que he adquirido en lo que se refiere al "Método .- 

Científico", Ésto me ha permitido detectar y darme cuenta de 

algunas inquietudes en los estudiantes,en lo que se refiere- 

a el frea de Investigación,lo que súcede es que no los hem¿s 

sabido motivar adecuadamente. 

Bueno al inicio de éste capitulo expresaba sobre las - 

muchas dificultades que tuve que superar para realizar el 1- 

presente trabajo y de verdad que fueron muchas, por que des- 
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de que inicié la revisión Bibliográfica, tuve problemas pa- 

ra encontrar información actual a cerca de artículos que - 

hablaran sobre la contaminación del agua de consumo y del- 

tipo de Investigación que se ha estado haciendo a nivel Na- 

cional e Internacional, pero, ó no había, 6 era demasiado - 

atrasada. Nececistaba datos para voder adentrarme más en el 

problema, saber que tipo de muestras tenía que usar, las - 

técnicas que se requierían, etc, de alguna manera tambíen,- 

saber con que información contaba a nivel regional. 

Despñes de leer y traducir algunos artículos sobre el- 

tema elaboré la introducción de mi trabajo, despúes inter - 

preté el "Manual de técnicas Microbiológicas para control - 

del agúa de consumo humano y de desechoy ya que ahí fue don 

de encontré las técnicas que se han estandarizado ( en el - 

Centro de Investigaciones de Contaminación Ambiental, CEACA) 

así 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 Microbiológico del agua y a la calidad de ésta. 

Todo el proceso de la elaboración de la tésis ha sido 

un poco complicado, por los númerosos:imprevistos que se -. 

han presentado, pero de las jartas que se me han hecho más 

difíciles, ha sido el montaje de las técnicas, ya que no - 

contaba, ni con el material más indispensable para traba - 

jar ( material de vidrio,agua destilada, gas,medios de cul 

tivo y la obtención de la muestra), además se tuvo que sen 

cibilizar a la población que se iba a muestrear, para que 

nos permitiera entrar a sus domicilios a tomar las mues--- 

tras del agua ( 60 muestras aproximadamente), para ello se 

tuvo que conseguir una gran cantidad de frascos y someter- 

los a esterilización, para poder realizar un miestreo ade- 

cuado, 6 por lo menos lo más cercano a eilo, otro de los - 

problemas a los que nos enfrentamos, fue el que no tenía - 
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mos forma de transportanos para traer las muestras de la co 

munidad, pero ésto se solucionó mediante la solicitud a la- 

Rectoría de la UAQ de una Combi, el que se nos proporcionó- 

por varios días y además de tomar las muestras de agua, tam 

bíen pudimos realizar la encuesta y recolectar las muestras 

de heces fecales. En lo que se refiere a la encuesta, se - 

realizó para conocer el estado nutricional de los niños, su 

nivel socioeconómico, el grado cultural de los padres, oótras 

de las preguntas que realizamos en la encuesta, tenían como 

finalidadconocer, si el niño había padecido en las últimas 

dos semanas diarrea y cuales eran las características de ég 

ta, color, aspecto, cantidad, frecuencia de las evacuacio - 

nes, tambíen se cuestionaba de que si algún otro miex=bro de 

la familia había 6ó ha vadecido diarrea frecuentemente. 

1 tivo de alimentos que consunmía y la frecuencia con- 



la que consumían determinado alimento, por ejem, huevo,le.= 

che, carne,fruta,verdura,cereal, pan, tortilla, refresco, - 

etc. Otras de las preguntas que se incluyeron, fueron las —f 

de que si tenían baño,fosa séptica 6 defecaban al aire li - 

bre, en donde recolectaban el agua que ingerían, si tenían- 

tinaco, aljibe, cubetas, tambos, etc, con el fin de que cuan 

do tomaramos las muestras pudieramos contar con más datos a 

cerca de los niños 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, ó con el - 

agua de consumo de éste ejido. 

Otro de los obstáculos que se nos presentaron, fue el- 

de tener un lugar adecuado para almacenar las miestras, des 

de su recolección hasta el momento de su proceso y sobre - 

todo que éstas se conserven en buen estado. 

Tambíen tuvimos que enfrentarnos a la carencia de per- 
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sonal adiestrado para el muestreo y la recolección de nuesg 

tro material ( tanto de la muestra, como la aplicación de - 

las encuestas), aunque fúe con un poco de trabajo se logr6- 

formar un pequeño grupo de 6 personas el cual lo integramos 

de las siguiente manera; tres laboratoristas de la “scuela- 

de Medicina, un alumo de la Escuela, La Dra: Guadalupe Sa- 

lazar Pérez y yo. 

Para mantener las muestras en refrigeración acudimos a 

el Centro de fstudios Académicos y de Contaminación ambiens 

tal( CEACA), y a los laboratorios de la Escuela 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 ilartínez, tan 

to en el montaje de las técnicas, como en el almacenamien- 

to de las muestras. 
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Y despúes de haber sorteado toda ésta clase de ñen¿1i¿ 

dades y ostáculos, creo que por fin estoy llegando a la me- 

ta cumpliendo con los objetivos que me trace al iniciar el- 

trabajo y más que nada aunque ha sido un poco tardaddo, la- 

experiencia que he adquirido es maravillosa, ya que nunca - 

pensé en eédicarme a1la Investigación y ahora es uno de los 

campos donde me siento más realizada, que aunque fúeron mu=s 

chos los retos a vencer, me he relacionado con mucha gente- 

valiosa y además he encontrado apoyo como por ejem, el QFB 

Jorge Carlos Hernández de Diego, La Dra: Guadalupe Salazar- 

Pérez , nuestra asesora dé éroyectos, Silvia Vega Gleason y 

con especial gratitud al Dr: Victor Manuel Calderón Calderón 

ex director de la Escuela de Medicina y al Dr.Carlos Alcocer 

Cuaron Actual director de la Escuela de Medicina, que son - 

los maestros que más han colaborado y apoyado los planes de 

Investigación, así como tambíén un especial reconocimiento- 

al Licenciado Braulio Guerra Malo, actual Rector de la UAQ- 

- '7- 



que ha colaborado grandemente en cuanto al apoyo a los pro 

gramas de asesoria para la Investigación, que por ahora - 

son trabajos sencillos y no de micha complejidad, pero cre 

o que al paso del tiempo van a ser un poco más grandes y =. 

sólidos, en la medida que se avance en cunnto a los cursos 

Y asesorias que se toman y de ésta manera alcanzar un nivel 

más alto tanto en material como en conbcimientos. 

Algo que quiero mencionar y que considero de las cosas 

más importantes que me han sucedido a lo kergo de la elabo- 

ración del proyecto, es el beneficio que obtubimos al mues- 

trear en el poblado de anta laría 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 - 

ría de nuestras comunidades y hablo en plural, por que así- 
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como se encuentra la comunidades que elejimos para trabajar, 

de la misma manera se encuentran michas otras comunidades = 

en lo que se refiere al estado socieconómico, nutricional,- 

educativo, condiciones de vivienda e higiene , etc, si no a 

son iguales si muy parecidas a la nuestra, y aunque sea po- 

ca la información que se obtenga, ya es un abance muy gran- 

de al tener en nuestro archivo los datos recolectados de ég 

ta población y así conocer en la medida posible el grado de 

contaminación, tanto de su agua de consumo, como de su po - 

blación y posteriormente realizar un estudio comparativo, - 

tomando como grupo testigo una población que tenga caracte=" 

rísticas similares a Santa María Magdalena, pero que no ten 

ga acceso a ningún canal de contaminación como en éste ca - 

so es el Canal del Arenal, se ha pensado un poco en la po - 

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

CONCLUSIONES. 



CONCLUSIONES. y 

Este es el último capítulo de mi trabajo y despúéa de 

tanto tiempo de estarlo elaborando, se siente un-»poco de - 

nostalgía y a la vez micha alegría, por que por fin se lle 

ga a la meta trazada y se busca escalar un peldaño más en 

la vida profesionalQ 

Despúes de volcar una serie de datos en éstas hojas - 

y más 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, 6 por el- 

contrario, que sea más de lo que suponía 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 ó bien para continuación de éstos mismos 

6 de otros, por éstas razones creo que lo importante es que 

se siga con éste sistema de titulaciones , ya que si es r= 
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verdad que es tardado, pero tambíén es una de las formas 

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

y ademas se adquiere bastahte experiencia y muchas rela- 

ciones, nara noder utilizarlas »osteriormente cuando ya- 

nos dediquemos a ejercer nuestra carrera, 

En lo que respecta a las conclusiones de mi trabajo- 

puedo decir que la relación 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 sí está - 

contaminada el agua, pero no a tal grado que sea justa - 

mente la causa de la alta incidencia de las enfermedades 

gastrointestinales en el ejido de sSanta laría “agdalena- 

ya que eristen otros factores contamimantes de más peli- 

gro y más frecuentes, como son* el contacto directo con- 



el fecalismo al aire libre, la basura y la ingesta de ali- 

mentos contaminados con aguas negras, 6 manipulados por « 

personas que carecen de todo aseo personal( no se lavan - 

las manos al manipular lós alimentos), 

Al principio del trabajo, se tenía otra idea muy di —: 

ferente debido a que no se conóciÁ a la pobalción tambíen- 

como ahora y se pensaba que todos los habitantes consumían 

el agua del Canal del Arenal, de ahí que se suponía que la 

c£usa dé la parasítósis,rfuera el consumo del agua conta a 

minada, pero ahora conocemeos que un alto porcentaje de la 

población (60%), tiene agua entubada y que solo una pequeña 

parte de la población tiene acceso a"ias aguas de éste ca- 

nal para utilizarlas como agua de consumo humano y como sé 

realizaron varias visitas a la población se observaron más 

de cerca éstos factores que se mencionaron arriba, y que - 

aunque nuestra hipótesis no haya sido cierta ya tenemos - 



más armas para poder atacar el problema en la forma más a- 

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

vo,aquí en la Escuela de "edicina , para posteriormente po 

ger utilizarlos, cuando,sea necesario, además que se puede 

Iseguir el mismo método para Investigar algunos problemas - 

de parasitósis en poblaciones similares a nuestro modelo. 

De acuerdo a las cífras que se tiene de los análisis- 

del agua en el Ejido de Santa faría lagdalena, aunque las- 

cífras del recuento total no son muy altas , en la mayoría 

de las muestras, no se puede considerar :de todos modos co 

mo aéua de buena calidad, debido a que las que salen con - 

mayor número de bacterias, son las muestras que se tomaron 

de los lugares donde se almacena el agua( ollas), y las - 

muestras que nos proporcionarom de los garrafones en su ma 

yoría nos muestran resultados negativos, quedandc entre - 
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értas dos las mueetree que den un número nedio y son las que 

se tomaron de algunas de las llaves de la red de distribu .- 

ción normal, por 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 gas£rointestinal&s de la pobla 

ción, que siguen siendo frecuentes, por que según la encues- 

ta que se realizó hubo bastantes familias que presentaron - 

cuzdros de infección intestinal agudo en ror lo menos uno de 

sus miembros. 

— 06- 



PAGS. 
INTRODUCCION.I.III..II..I.I.II..I....I....I.II.....'--.l...8 

CojetiVO.......wc.ocoococcccocecarcanrcocecc eac ee J 

Juotitionel h.c csaiada ad6 occc A 

AECOLICCION DE LA MUESTRA....ccocococceccacaccocoreteres 

GeneralidadeS...e.eecssocasccccoscoserceorereec anc .o.e 14-20 

Becepción 48 la miegtra......e>ecscérccancocece rac CEA 

Selección y limpieza de los frascoS....e.e.ccoconcsccoco OÁ 

Agentes de clorinación...esescoscssaceoreccoocacareocace 25 

Agentes queLantes..-.ca...s.cccccaocorcacto en eee 

Envoltura de los frascoS....-..scoccccosoccccancecereres 26 

Esterilización de frascos y bolsas.....ec.cccccococcone 26 

luestreo de aguas clorínadas...........................2T 

Muestreo de superficies a manO.....eoororococcacancerer 2 

Muestreo de superficies a DPOPUBÁLAAd: oncoa ac ceto e 0 

Parte III sección A. 

istandard Plate Count.( Zecuento Total de 3acterias)...39_33, 

ProcedimientO........econcacactcaceuecccacaancer eee 3439 

decuento de la coloniaS...=.c.cenmccacararcacccacceneceree ) 4 

leporte de resultados.....eesccscoscccocerearacancocece s 73 



Sección B PARTE III. 

Método pare coliformes totaleg......occ0s0aceccsrooceoe: 952 

Método del Número lMás Probable ( NMP).....ocorerccooccooo.93-506. 

Procedimiento. Prueb: Presuntivº.........................57—69. 

Prueba confirmetorie....sscsosensarcacocaccacacacacaresa ÓLOZ. 

Pruebe complementaría»=::.ecosccocsncacconcccaasrcagaciveec eO ÓN 

Sección C n9rterlIl. 

Método pora coliformes fecrles:.......... .oeocóscec.caneareOJe 

Definición del.gruúo de las coliformes fecales.......c.ss.70. _ 

Mátodo del NMP.....escooorccouocconoecorecoccrcaeoaecae TE 

ProceRiMidnto. .. .í...ccoiacccacrco ooc oee eoe ERE 
CALOULO . náasrcccade renciór eo atacc aaa ó eA Ie 

Reporte de Resultados....cseccssonssccoorecenvorarscocecracca/Á. 

SECCION D .Parte III. 

Generalidndes...........................L................75. 

Definición del Grupo del Estreptococo fecal..........-...76773 

streptucoco Viridisng.-v....e... ...ccc oeoO 

ANTICACiones: . 0... . . e.ccc A 

Nétodo del W.MoPoceocidino an TEUE TEÉ 

ANTicaCiLoNes: sRE CRE ACE CEE NAA 

PróocedimtentO.. ...ccc rccc Iec ia ua - 

CALCULOS ucio's 0Da EEÉ ZA 

Méxodo del YVor Plete: . =.c.monmiemaccncario Tic de de ÓS 

APLicaciones. ...s.se.cecrcarccoT eeecccl 

Pr0cedímiento.;..........................................92-95. 

Recuento y resistro de las colonias.....ecsvorosooscconoo96-100 



Determinrción de coliformes fer: 1r y Estrentococo fecel en 

R?—tiºs.--u-o.ouo-.ooo--uo-....-¡.-...-........---...oco-..101º103 

Identificación de las esvecies del Estrentococo fecal.....19%4. 

ANLICACIÓNOS. sccc EE U ENAU ua 

Procedimi alO ... — E EE dec E 

Senersción delEnterococo del éruno Y. 

Confirmerción del gruno Enterococo vor Pruebas Bionuímicrs.199-117. 

Senrración del Fnterococo de su fuente origin*l ......ec..113-130 

Identific=ción del gruno Y del “ctrentococo........oocoo..171-175. 

Senerrción e identificación del 5S. bowi- y S.: enuinus.....126-127. 

REACTIVOS ... a=. cesóredaórU> "CECO PE E e 

Procedimiento nara las pruebes BiotquímicaS....e-cecoccoaaaal33-l4lr 

APARATOS Y MATERTALES..eocccccocrorococarereo rrc re .142-148. 

OBTENCION DE La MUESTRA ALTATORTA..cossaccaos eociarrarossas149-155, 

RESULTADOS . .e.2 s n.0c=0> ss......... avocrocesasacaorerarddne rel Oe 

Relación de las famili=ss que se mMIeStrearon........e......0..]ó?-166. 

Tablas de los resultados de les nruebas......ororerscrocoo » lLÓT-175. 

Resultados de las oruebas de NMP......csornccssnacanenesesee.l760-155, 

DESOBIEO . ae e. ... ... la. ióaor>ci.cmioreios ceccivulnoa 186-7291 

CONCLUSEON S a eac Tec e s eesacióvecoeAís ssscro..:202-206 

= . 


