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I 

I N T TI o D u e e I o N 

Dacla 1::: .gr'L il i wportancia que p0 r n los SE! r es vivos re

pre.senta el r.gtm, como v ehículo de tr;:msmisi6n de enferme

d&de.s inf ecciosz s, creímos de inte r é.s h 2·c e r un ·estudio teó 

rico y pr 2ctico de dos mé todos qu e se util i za n ri<.ctuc. lmente 

en b <.. cteriología pa r < el a n r,lisi s de l .::i misma , es to s son: 

a) Mé todo de los tubos de fe nnentri ción , e l cu o l ha si 

do el procedimiento c omún que se hr! venido <.:plic r· ndo por -

v2r ü. s décadé.. s. 

b) Método a k .se de filtros de membnna r e cientemente 

lleva do a l a prá ctica y que ofrece nuevns perspectivas pa

ra el control s anita rio de l agua . 

Este estudio tiene por objeto v~ loriz c. r los r esulta-

dos y definir cua l sería el proced i n iento de ma yor utili -

dad, confiabilida d y rapide z º 
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II 

Indi cadores bacteriológicos de contaminación del ~~ 

2 .1 Definición. 

Un indi csdor b~. cteriano de contaminación es cualquie r 
organismo que por su sola presencia podría demostrar que -

ha ocurrido una contamina ción y generalmente sugerir l a 

f uente de la misma . 

En un sent ido más estricto, l os i ndicadores bacteria

nos de contamiJJD c ión es t{n a socia dos primariamente con la

dent0stra ción de que l a contaminación del agua ha sido ori

ginBda por las excre t a s de animales de sangre ccli ente (i~ 

cluyen do a l hombre, animales sa lva jes y domésticos, aves,

etc.) (4) 

2 . 2 Propiedade s de un indicador bs.cteriológico "ideal" 

de contami nc. ción. 

Un indi c8dor ba cteriológico ideal de contaminación de 

be r eunir los s igui ent e s pa ráme tros: 

1) Ser aplicable en todos los tipos de agua . 

2 ) Siempre es t a r presente en el agua cu~ndo existan 

bocteri a s pa tógenas de origen intest i na l. Esto incluye los 

s i gui entes puntos: 

a ) Su concentra ci6n debe tener una relación directa -

a l ; ·n~ do de contc:minnci ón fec al. 

b) Deben t ene r una superviv encia mayor en este medio

que l r s bacteria s pa tógenas entéricas. 

c) Debenfo desa par ecer rápidémente del a gua , con la -

subsiguiente de sap,.. rición de bi::c t eri a s pa tógenas a través

de su curso na tural o por métodos efectuados por el hombre. 

d) Siempre deberén e star ausentes en un agua de cali

da d sanit2rin acept able . 
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3) Contribuir por si mismos a l a realiza ción de prue
bas cuanti t ativa s sin l a interferencia o confusión de r e -

sultados debida a bacterias extraña s. 

4) Ser inocuos al hombre y otros animales. 

Como estos parámetros están sujetos a diversas limita 

cienes se podría de cir que no existe un indicador "ideal "

de contai:J.inación b8cteriol6gica. (4) 

2. 3 Ra zones pa r a elegir e l Índice de coliformes como

í nuic e de contamina ción. 

l a La 2.usencia de es t a s bacteri a s es una evidencia -

de que el agua e s bacteriológicamente pura, 

2a La co ncentración de co lif or me s es .ü r ectamente 

proporc ion81 a l a canti dE:.d de contamina ción de ori gen f e -

ca l. 

Ja Si las br' cteria s pa tógenas de ori gen i ntestinal -

estan presentes, t amb i én existen l a s b8cterias coliformes

en un número rr;uy supe rior a l as prime r as . 

4a La s bacteria s colif ormes se encuen t r an en el in-

testino del h ombre y otros anima les de sangre cali ente , 

siendo e l iminada s en gr ande s cant i dades en l a s he ce s . 

5a Son más persistente s en el medio a cuátic o que las 

bé:cteri a s patógenas de origen intes t inal. 

6a Gener a lmente son inocua s a l hombre y pueden ser -

de t er minada s cuantita tivamente en el l abora torio. 

Limita ciones .-

i) Algunos de los constituyent es del grupo coliforme

t i enen una amplia di stribución eco l ógica en adi ción a su -

fre cuenc i a en e l intestino. 

ii) La s prueba s pa r a t:rupos c oliforme s es t án su jeta s a 

interfer enci as , debido a : ot ros ti po s de bac tcriEs y otros 

mi croorganismos . (4) 

-4-



2 . 4 :Uife r enc i a ci 6n entre coliformes fe cr' les y_ no fcc¡ 1_ le sº 

La s prue ba s de di f erenc i a c i ón e11 tre colif or me s fe ca-

l cs y no fecales se ba san en 12 sunosici6n de oue Escheri

chi a coli y espec i es estre chan1ente r e l acion2clas son ele na

turaleza fe cal, mi en t r &s q_ue EnterobE.cter a erogene s y esp~ 

cies cercanas no se consi de ran ele ori een fe cal direc to . 

Se han empl eado muchas pruebas para separa r a !!· coli 
y espec i e s c ercanas de l resto de las ba cteria s coli form es : 

Enterobe.cte r a erogenes , Citrobe ct e r freundi i, Citroba c t er

intermedius y Klebsiella ~º l a s cuales pueden estar pre-
s entes en el agu2 en 2use ncia de co. ;tEw: incci6n f e ca l. ( 2 ) 

Esta diferenciac i6n es di scuti ble ya que de hecho se

considerr. un agua pot enc i almente pe l i t;r osa cu:=nd o ex i sten

en grande s cant i da des microorga niSC'los coliformes , y e. sean

de l género Escherichi a , Enteroba cte r o in te rr:wüi2rios . (4,11) 

La prueba que utiliza un medio especí f ic o pe.re coli-

forme s fe ca les ( medio EC ) desarroll&da por Perry y Ha jna 

es el método recomendado a c tu2lmente p2 r 2 l e difer enciación 

de coliformes fec al es y no fe cales, que se bas2 n. n l a evi

dencia de que E. coli y otros coliforme s de ori gen fecal,

son CL'paces de desarrolla r se y fermen ts r los cr. rbohidra tos 

a tempe r e. turas superiore s que l a temperatur 2 normal del -

cuer po , mientra s que coliformes de ori r,: en no fe cal , no se -
. o 

desarrollan a tempen ituras super.·_ ores 2 37 C. 

Esta prueba da una excelent e corre l 2ci6n con aquella s 

mu estras de origen feca l conocido o muy probabl e y result~ 

dos muy simila res a los obteni dos en l 8s pruebc.. s bioquími

ca s conocida s como D'TVi C. ( 4 ) 
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c o:.P. :· •. CJ .JH ~ C:NTR E: :::"L:: cr ~ ::: C0~_ 1.?0R:· i '." ' _c_ r;;J,j_.);'_'' ::i~ EXCRETAS 

::;_¿ omc::.;n ;'dUf;!J,L, SULLCS i'fO Cú['L',. :,¡ Iil, ,lJ(.~j y 3liEICJS CllNTM 1I-

NLDOS U'L'ILI ZANDO LAS I'RUEBAS DEL mvic y LA I'RU.Sfü m: EC. 

~XCRETA S DE SUELO NO SUELO CON- 1r~GETt CION 

PRUEBA ORIGEN ANI Jl/if L CONTJJvHNADO TJJ,l INJ, DO 

Indol 94 .0% 19.4% 82 o7% 52.0% 
Ro j o de 93.3% 75.6% 97 . 9% 63 06% metilo 

Voge s 5.1% 40.7% 97. 3% 53 . 6% Pro skauer 

Utilización3 6% 
de citra to • 88 . 2% 19 . 2% 85 .1% 

Me dio EC 96.4% 9 . 2% 82o9% 14.1% 

Culti".os 8 747 es tudiados 2 348 665 l 203 

Las vent5 j a s que presenta es t a pru eba di f erencia l son 

"'l&s siguientes: 

a ) Aproxirnad2I!len te el 95% de l a s bacteri2s colif ormes 
de origen fecal s e pu eden desarrolla r a tempera turas e l eva 

das. 
b) Estos organismos son poco frecuentes en el agua ,-

exce pto cuando es t án a sociad os c.on una con t am ina ción f ecaL 

c) La supervivencia de co l iformes f eca l e s en el medio 

a cuá tico es menor que l a del grupo col ifor me tot c- 1, por lo 

cua l, un número eleva do de coliforme s f ec2l es es un i ndi-

cio de una cont 8minación r ec i ent e en el agua . 

d ) Los colif orme s fe ca les genera lmente no s e re pro du

cen f uera de su habita t norma l, a exc epción de ci ertos r e

siduos industri&le s con un el evr.do contenido de ce rbohidr 8 

tos. 
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LiL:i t< e ione s . -

i) Existe un núr,:ero reü tivr.r:;e ;1 te ¡)e c; uefio en lr s he-

ces de ori¡:,e n L~nL; <. . l C.e ~,lgum" s va.ri ;.; d< . t·~ s 't e .!;! • coli que

na dan posi tivc la prueba . 

ii) No hay una correlLi ci ón nun::ér·ic a c:.; t :--· blec i da entre

la r elac ión coliformes totoles/c olifori:n es f e c ::: l es e n 18 in 

terpreta ción de ü : C é.úitl ~ d sani tari2 de l agua. 

La prue ba pLre coliforme s fe cale s, esapl i cable a es tu 

cl ios ele i nv e stig2 ci ón en la con tami m ·ción de ríos , aguc. s -

de residuos indus tri<.les , r.5-u::- s n .:; gr<.ls tr:~ t é .io s, cigw ;s pa

r a baños ~úilD licos y a gu2 s el e mor º 

Este mé to.<!io n.o se recomi en da como un substitu to par a 

l a prueba de bacteri&s coli f ormes · en el éx2.men de agua s p~ 

table.s, y a que ninguna ba cteria coliforme de cua lquier gé

nero debe ser tolerada en un agua qu e h a sido someti da a -

un tra t ru:ú·ento de purificaciónº ( 4) 
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III 

i,nteced8ntes históricos del [ míli3is b[ cterioló, ·j co üel 

.L!:scherich i a coli , es 12 
, 

IJC' s cons--

t émte en el i n t e st ino J e hombre s y c ni1wles , fo r ms p;:;.r-r; e 

de l a fl ora norm;c;l ue estos. Ti en e dentro de sus princi p~ 

l es funciones en e l orguLLsr :o: susiri rn i r el crecimiento de 

ci e r tos microorganismos proteol í ticos , pr esen tes en e l in 

test ino e j_ntcrv8nir en l a síntesi s cie vi ti:: rn' nas . Ci e r t os 

t i po s serológicos llegE:n a produc i r en r- lgune s oco sione s , 

infe cciones en el 8.[.><~ n:: to geILi to-urina rio y otros es t{n -

r e l a ciona dos con brotes de di arr eas infantiles. (7,11) 
Este mic roorganismo fue e studü;do detr1 llafü::r;:ent e po r 

~schcric h , guíen l ogró aisl arlo en 1886 de l as heces de -

un 9a cien t e con cólera y le d iÓ eJ. nombre d'~ Bacterium 

coli y ~· J.actis aerog enes; otro ba cteri6J.og o, l. '.iguJ.a , 

f ue quien le dió el nombre de E. coli. ( 14) 
Otro microorganismo que podría tener l a mi sma impor

tancia que ~· coli, es Enterobacter aerogenes1 a unque és

te abunda m2.s en el suelo que en materias feca les, su pr~ 

sencia en eJ. a gua es un Índice de contarüne.ción superfi-

cial de la misma y se considera potencialmente peligroso. 

(1,2,4,11,17) 
El primero e n rec c·nocer la nec esidad de hacer una es 

tim2ción cuantita tiva de colif ormes en el agua, fué Theo

bald Siü th, quien en 1892 hizo un proyecto pa ra analizar

el 2gua de los ríos Túohawk y Hudson en el estado de New -

York; igua lmente contribuyó a ello Von Freundenreich, que 

en 1895 hizo el aisl: miento de é stos org:on ismos en depós~ 

tos de agua, tomando muestra s de 100 ml y concluyó que e~ 

taban ausentes en aguas de g r a n pureza y presente s en --

grannes CEntid<i des en los c <is os en que el 2gu2 h abía sido 
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contaminada por hece s de orige n anima l o hum; na . ( 4,14) 
mtre otras ba cteria s contaminantes del c:¿;u[. , ad emá s 

de l gTU po colifo~me estén: Streptoc occus , Lactobacillus ,

Sta phylococ cus , Proteus, Pseudo;•t0na s y algurn,~ s bé:cteria s

csporul r;d<:1s . (4) 

Se ha lleg[.1io a deruostn .r t ambién la pre sencia de mi 

croorgc: ni smos p2 t6genos en aeur1s de a lcantc: rill ado ma l 

procesad2 s y en n :i r a s oca sione s en 1: gua de uso común . (7) 

Entre éstos los mé s i mport an te s son: 

Protozoarios: Endamoeba histolytica , Bal1rntidiwn coli 

Bac teri as: Salraonella sp., Shige lla sp. , Escheri
chia coli (enterop.st6gena ), Leptospira 

sp ., Brucella sp ., r:Iycoba c t erium sp . y 

Vibrio cholerae . 

Virus: Virus de l a hepatitis infe cciosa , po-

liovirus, Coxsa ckie virus, ECHO virus

( citopat6genos) . (4,11) 

Entre los padecimientos de origen hídrico rn~s comunes 

se des t a c 2 n por su importancia : el c6ler a , 12 disenterí a 

bacilar o shigellosis, la sa lmonelosis , l e: f iebre tif oi-

dea y la amibiasis ( 27%) , cuyas fuentes de inf ección son

generalmente heces y orina de personas inf ectadas. 

Actua lmente en los exámenes rutinarios del agua no -

se busca l a pr esencio de microorga ni smos pa t 6genos, ya -

que éstos s e encuen t r an en un número muy pe qu eño en reln

ción a lé s bccterias coliformes y se ha llegado a l a con

clusi6n de que en un agu8 de buena calidad no se de be 

a cept rr l a presencie de gé r menes c olifo rmes. (l,7, 13) 
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IV 

Norm<: s de ca lidad 'Je un agu~ pote b l e . 

En la <:plicc. ci 6n tle l os méto.:os s e lec ci on~.c< OS pn r a 

r ealizc. r e ste es tudio , s e consi de ró prioordi u l mente qu e l a 

Dirección ;1e Inger:i ería Sani taria en su Regl amen to Fe dera l 

sobr e Provisi ón de :1. ~ua Potab le , consi de r a cor;10 agua pota

ble, toda a quella cuya in.::;es tión no cm1sa efect os n ocivos

ª l a salud . 

Por esta r a zón l a Secreta rí a de '::2 lubridad .'í As i s ten

cia ha f ijado l e s s i t; ui ent e s C F r< cte rístic r:s qu e pu ede con 

tene r el agua pa r a con siderarla potable desde el punto de

vista ba cteriol6gi co : 

Un agua potable estar 2 libre de gérm enes pa t6genos -

proc edentes de contaminación f ecal humana y s e conside r a -

que e s t á libre de estos . organismos cua ndo l a investi ga ci6n 

bacteriol6gica da como resul tad o f ina l: 

a) Menos de 20 mic roorgani smos colif orme s por litro -

de muestra, definiéndose como organismos del grupo colifor 

me , "todos aquellos bacilos no es porul ados , Gra m negati v os , 

que ferme ntan l a l r.c tosé1 con forma ción de ga s " º 

b) Menos de 200 colonias ba c t eri r nas por mililitro de 

muestra, en pl acas de a gar incubadas a 35°c durant e 24 hrs º 

c) Ausenci a de colonias ba cteri Gnas licuantes de l a -

ge latina, crom6genas o fétida s, en lR s i embra de un milili 

t ro de muestra, i n cubads s a 20°c durante 48 hrs . ( 3,16) 
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V 

Ma t eria l y M~ todos. 

5.1 Recolecci6n y trcnsporte de muestra s pare el exa 
- -

men bacteriol6gico del agua~ 

Para l a recolecci6n de l a s muestras se utilizan fras
cos de vidrio ( polipropileno o borosili cato ) de boca an
cha, con t ap6n esmerilado,, de 1 25 ml de capacidad . 

A cada fras co perfectamente limpio y seco, se le adi
.ci.ona .0 .• 1 :ml de tiosulfato de s.odio al 10% para obtener 

une: concentración fina l de 100 mg por litro. Este es un -

agente desclorador que se agr ega a muestras de agua na tur~ 

l e s cloradas , con el fin de neutralizar cualqui er cloro r e 
sidua l y evitar l a acci6n bactericida del mismo. 

Se cubre l a t a pa de lo s fra scos con papel a luminio y

se esterilizan en horno a 170-180°c durante una hora. 

Las muestr as analizadas en este investiga ci6n se rece 
l ectcron en l a sigui ente f orma : 

Se abr e compl etamente l n llave , de j ando correr el agua 

durante 5 minutos , se destapa el frasco cuidadosamente y -

se llena , dejando un espac io de c ire para facilitar la agi 

t a ci6n y homogeneizaci6n de la muestra en el momento del -

análisis; se marca cada f rasco a propiadamente . 

La s muestras deben ser analizada s dentro de lo s térmi 

nos siguiente s: 

No exceder de 6 horas a partir de su recolecci6n si 

son agua s natur a les y 1 2 horas si son agua s tratade. s. 

Para su almacenamiento la temper a tura no debe ser ma

y <or de lOºc. ( 1,4 ,9 ) 
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5. 2 rréto cl o cie los tubos r,e fe r ment2 ción . 

Este méto cl o pe r a determi n;:r la concentr2ción tote l de 

colif ormes empl eand o t ubos múltipl es de f e r ment2ci ón , se -

h r.: venido aplicondo desde princi pios de s i glo , como una -

t écnic8 norr::m l pcn: el análisi s ba cteri ológico del aguo . 

Este procedi miento ha sufrid o a través del tiem po va 

r fr s modific2 c iones .Y c ompr ende en la a ctue l i da d tres t i-

pos de pruebas que son : 

a ) Prueba pr e sunt iva . 

b) Prueba conf i rmat i va . 

c) P1~leba coflp l eta . 

Demostr2nuose a l hacer ésta s prue ba s l a presencia del 

grupo colif orme que i ncl uye todos l os or gan ismos a erobios

y anc.e r obios f a culta t i vos , Gra.m nega tivos, de fo r ma ba ci-

l ar no esporulc d.os que fe r men tan l a l 3c tosa con pro ducción 

de gs s a l a s 24 6 48 horas de incubación y a una t empere t~ 

ra de J 7°C. ( l ,4,ll , 15,l7) 
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Squ i DOo 

a) I ncub2dorn 5. 35 ± O. 5ºc 

b) Horno pF. r a esteri lize r 8. 170-18o 0 c 

c) Au toclave 

d ) Tubos de ensaye de 175 x 22 mm con t u bos v i21 de

ferment e. ci6n. 

e) Tubos de en say e de 1 50 x 18 mm con tubos viRl de-

fermentac i6n. 

f ) Tubos de ensaye de 13 x 100 mm 
g ) Pi pe t a s ba cte r iológic e. s de 10 ml 

h) Ca jas de Petri de 13 x 100 rn.rn 

i ) Bari o Me; ría 

j) Port2objetos 

k) Asa de pla tino ó nicromel de 3 m.m de diámetro 

1) Fre scos de vidrio con t apón esmerilado ( de 125 -

ml de c 2 p~cidad ). 

Esterilizac ión . 

Los pi peta s b~cteriológi cas y l a s cajas de Petri se -

es terilizan en horno a 170-180°c r1urant e una horn . Los 

f r a scos de vidrio se es terili zan be.jo l a s mi sraa s condicio

nes especificades 2nteriorme nte en el punto 5 .1. (1, 4 ) 

Me dios de cultivo. 

PEr a el anÉlisis ba cteriol6gico del egua por e l méto

do de tubos de ferm entación, se utilizaron medios deshidra 

t edos de l a ma rca Difco , incluyendo las pruebas presuntiva , 

confirma tiva y completa . 

Prueba presuntiva : 1) Ca ldo lactosad o 
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Prueba confi r mativa : 

Prueba completa: 

2) C~ ldo ~E c tosado- biliS-V8rd e 

brill:::n te º 
3) Gelosa de En.d o 

4) Gel osa Eosina- Azul de t;e tile

no de Levineº 

5) Ager nutri tivo 

Caldo lactosado. Este medio se prepar6 a ba se de extr ac to 
de carne, peptona, l a ctosa y ague. des tile. da . 

Ca ldo l a ctosado-bilis-verde brillante. Zste medi o contie

ne pe ptona, 12ctosa , bilis de buey , colorante verde bri--
llante y agua dest i lau2 . 

Gelo sa de Endo. Contiene peptona , l nctose , fos i a to di pot! 

sico , agar, sulf i to ele sodio , fucsina bés ica y 2'.;Un de sti

l ada . 

Levine EAM agar. Contiene pe ptona , 12ctosa, f osfa to dipo
tásico, agar, eosina, azul de metileno, agua destila da. 

Agar nutritivo. La fórmula de este medio es a base de ex

tra cto de carne, peptona, agar y agua destilada . 
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~n e sta prueba el caldo l &ctosado s i rve c o~o medi o de 

enri qu e cimi ento para los organi sDos coli f ormes r.u e se en-

cue n t n :n en el a gua . IJad o qu e no exis ten inhibidores en e~ 

te medio, pu e de da r luc a r a l desa rrollo de u na g r a n ·1a rie

ª"'d de n icroor ge.nisr,os no colii orme s c:u e ferme nt2.n l a l a c

t osa con produc ción de ga s , como l o son ciertos mi croo r ga 

nismos nerobios y &m :erob i os f on.'.!2dore s de e s pora s como 

Clostridium welchii y Bac i llus subti l is ó por l a a c c ión s~ 

né r g ica de d os microorgani smos di fe ren te s pa r n :~ ermen 1;2 r 

l r l &ctosr. con f orma ción de ca s ; por lo q_u e e s n e ces2r i o -

recurri r a 18 pruebFc conf i rm2 t i v 11 que es ~12S e specí f i ca y-

e s egurc:. r se qu e dicha _:e r me n tación :"ué debi uG. a br.cte ria s -
de l , ~rupo coliforme . (4, 9) 

Pa r a lleva r a Cé. bo e sta pruebD. , se mc.rca n e i dentifi

can los tubos de a cuerdo con l a s cla v e s que l e s correspon

da n a l a s muestra s por arw liza r; inocu l a ndo 10 ml de mues

tra a ca da uno de 5 tubos con 10 wl de c8 ldo l r·ctosado . In 

cubar los tubos 2 35 :!: o. 5ºc dun:nte 24- 48 hora s . 

Esta prue ba se c os i de ra p os i t i va al observa r le acumu 

12ción de t:a s en cuElquier cant i dad e n l os t ubos v i a l i n-

v ertido s, r esultante de l a f e rmen tación de la l 8 ctosa y -

poster iormente se somete e l cultivo a l as pruebe s confirwa 

t iva y comple ta . 

Si el r esul t au o de esta pruebL e s n ec;et ivo , e l estu-

di o del cultivo se da por t e r mi nado y s e r epor t a como pru~ 

ba presuntiva n ec;a t i v a , con cluyendo qu e el 2gu['. e s b &cte-

riológ icame n te pote ble . (l , 4 , 18) 
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l'l '.U!..:fü, CCi!Ji'B: .. .'. ';;IVA 

1~ st c.. ~J rti ebc: es rw c esé.rü: ~!f! r<:· coruprubr r· r1;u; le. r- c1.tmu

l :: c i ón de .' '-Sen l os tu bos prim~rio s de : ·crr:·c·.~é· ci ón h;1 s 1:_ 

do c ::- us· U.o. por e l desar rollo de or gani smos C'.) l).f'o n ;e::i . El

em ;!leo de co ldo l a c t os Dcl o- bi l i s - v e r de b r ill;·n t r> r err1i te e l 

desar rollo el e ~ stos g-érrr: enes y suprime el crL· ciniento ri. e -

prácticamente t oda s l e s especies c: e ba cteri t:. s no co l i f or-

r:te s ; pa r r· ·~ ste ob j e tivo e l med io ha sid o <d i cionodo de --

ci e rto s a ¿;cnte s i nhibi dores c omo s on : el c olo r < n t e v e r rle -

brillé:nte , e l cu a l p osee una a cción b ci cte r ios t6t ica selec

t i va s ob r e l é' s bec t e r i as Gr81ll positiva s y l a s sa l es b ili u

r e s qu e Ectd&n c omo a gen tes ten s o2ctivos ou e ti EílE n selec t i 

v<:~1en te l< o.embr ono celular U.e las bE: c te rin s Gram posi t i -

v &s a l tc r<' nci o su i)e r o e2 bi l i dnu . ( 5 , 7 , 11 , 17 ) 

k : l ri c tosa y los t u b os v i r. l inv ertidos , n os s i r ve n p~ 

n :::. dec;o::;tr1 r l a pr e s encia de ._. a s , produc to ríe lo fe r men to 

ción U.e 12 l a c t osa por ba cteri él s coli f orme s . 

Este: prueb 2 c}e r ea l iza , s en:bra nd o una os: t.b del c onte 

n i do de c ali<... tubo posi t i vo de l a pr u e ba &n t e rior , a un t a

b o de c~ldo l a ctos ado-b i l i s -ve r de brillan t e , i 11cub6ndose a 

.3 5 :!: 0 . 5°C dura n te 24-48 hor a s o en p l ace s <ib Ge l osa Lev i

n e EAt1 o ge l osa de Endo incuba da s a .35 ~ O. 5 C du n mte 24-

h ora s , p <:: ra ob ten e r colonia s ai s l ada s y proseguir c on l a -

prue ba c ompleta º 

En e sta s pla c a s s e pu e den de s a rrolla r tres tip os de -

-colon i a s : t í pi c a s nuclea da s, c on o sin br i l l o me tá l i co; 

8 t Í pica s , opa ca s, anucleados, de c ol or ros2 y t oda s l a s 

r est2n te s n egc tiv&s o 

Cuando esto prueba da r esul tad o pos i tivo s e cons ide r a 

como una confirma ción de los r esu l ta d os positivos obteni--
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ri os en l ~· prime r '' l''J C: b8 n 

S i ,, 1 r(.;::;t~l L~uo lº S n ..: t_';r ti vo e l u ;L uli i o u r .i cul ti vo se 

u~· por t 1:.T n in<.ci.o y los reslllta:! oc;. :i o :.:; i t ivos o llGt:tti •1 u ~~ en -

l :; primer p ru '3 b; s e cDnsiden~n " ú :lsos nosi ti vos " ,i,,b i.•: o r' 

l v presencie, de otrc.s e specie s b<.: c t e :cü:nas" ( 1 , 4 , 11 , 12 ) 

P: iU:SBJ\ CCJ! l.!:'L.STA 

.istn prue b& se lleva 2 CEbo i n oc ul s ndo 12 s c olonio s -

típica s o at í pi ca s de l e s pla ca s sólidas tle Levine EALl --

a ga r o Gelos a de bndo en un tubo de f<; r men tc ción de cc ldo

l actooc.do y un tu 1:J o Je agur nutri tivo i nclim:do , i u cub{ndo 

se dllra n te 24 a 48 h oras a 35 ~ o . 5ºc . 

La f orma c i ón de ga s en los tubos 8e cund2 rios de cr·ldo 

l a ctosndo y l a observa ción de ba ci l os no esporulr·rl os Gram

n ego t ivos al realizar la Tinción de Gra m a par t ir del cul

t i v o en agar nutritiv o inclinado , deb e consii.i.e r r r se como -

una prueba posi t i va , demost r a ndo l a presencia de a lgÚn --
mi embro de l e rllpo co l iforme en c J. vo lume n Je agu 2 examim·. 

do . 

La ausenc i a de ga s o l o. morfolog í a no col i f orme cons

t i tuye una prue ba n e ga t i va . ( l , 4 , 9 , 11) 
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ES QU.Ei.!..;\ DE Lle SECU.SNCI A DE IJ,s P~J.i.UJBJ,s l'lt::~Sli i~T IVA 

CUif E J L; TIVA Y C O!' I PL~'.'.'A 

Se inocu l &n tubos de fe~ment3ción Je c~. 10. o l u ctosa6. o ~' s e i n cubon 
a 35 _ O. ) C duran te 24- 48 h r s. 

1 1 - --- --
(1 ) ( 2 ) 

Producción de gas . Inocula r Produ c ción de {"a s nul á. o dudosa . 

ª Se incuba por 24 h rs . adi ciona l e s . 

(1,1) (2,2) 

Pla ca s deEndo o J¡;AM ProducéióÁ 
2d.~) ga s positiva Prod~~cf6n de 

inc uaando p or 24- 2 hrs. o dudosa . Se coU:: i r'1a en - fT' S nul2 . r._;o . 
a 35 C e l pa so (1 ) c oli f o~me au-

C2ldo XB i ncubado 
por 48- 2 hrs . a 35ºc 

' -----1 

(1,1,1) 

Gas produc i do. 
Inocu lar a p l o cP s 
Endo o EAM. Con ti 
nuando en 1ir s cs- - 
( l, 2 , l) ó ( 1 , 2 , 2) 

1 

(1,1, 2 ) 
Producción de gr s 
n : .~ l E: . 1?~ue l> E: n egrl 
t ivE~ . GruJ)O coli= 
f orne 8usen t e . 

l 
(1, 2 ,1) (l, 2 , 2) 

Colonia s coli f or
mes t í pica s 

Colonüis coliforme s 
atípica s 

1 1 
1 

(3) 

sen t e 

1 

(1, 2 , J) 
Co l onias negr t iva s . 
Grup o colifor me au 
sente . 

:;e i n ocula n ¡• ga r i nclill8do y t-:,ibos de fe:::·oen ta ción de ca ldo l a ctosati o 
i Hcub( ndo se a 35°c durc nte 24- 413 h rs . r e s pe c t i va.mente . 

1 ,------- - - - - - - - -

( 3,1 ) (J,2) 
Producción de g c. s . Tin ción de Gr ama una P:::' oducci ón de :.~n; nulr . Prucb1 . !l(.;~[. t i '. ' r· , 
coloniu. en e :!·: r i n clina d o . gru_ri o Col i for:.:c e: u s en ce . 

1 
- ----, 

( J ,l ) (J,1,1 ) 
Br cilos Gram ( - ) , no e s ) oróg enos identifica dos . Prueba completa . Grupo co l i f orme pr esente . 



5. 3 I.Iétodo de lo s f ilt ro s de membr 2na . 

Esta nueva técni ca se originó en ;,J_(;m<J n i n durt=inte l a

II Gu erra ríundial u t ili zándos e a ctu:J. lmente COf'.10 1m mét odo-

oficial pr- r a de termim:r la poté bil i rkú Je [ .:;u2s de beb i da

º uso domés t ico ; se ha deLwstrc:Lio que _¡:uelie d2 r un<:'! infor

IDE ci ón equi va lente a la que s e obti ene en e l método de tu

bos de fe r n enta ción. (1,4) 

Lo s primer os estudio s l os realizó Fick en 1855 utili

zando mei;ibr anas de colod ión en sus inv estigHcio l!es biológi 

ca s . Sana relli en 1891 desarrolló f il t ros de membrn ne im-

permeables a l a s· ba cte r i a s pero pe r meables 2 sus t oxina s . 

Beschold a l inicio de 1900 h izo es tud ios sistemfticos 

de lc: s :propi edades f isi coquími cas de une: cr~n vr r i ede d de 

estas mecbr anas . Después de 1911 se realiz~ ron nw:nerosa s -

invest i gaciones en di fe r en te s pa í ses con r e spec t o 2 12s -

propiedade s de l a s membr rna s de colodión . ( J ) 

Zs i gmondy y Ba chme rin en 191G- 1918 desarro llaron y pe~ 

fe ccionaron los métodos de pr oducc i ón , lo s cmües f u er on -

poste riormente co.oerc iéiliz <:.dos . f, princi pi os de l ºJO '!l . J . 

Elf ord en Ingl Fterr a y P . Fraber en 1''rr•ncü- hicieron nue-

vas cont ribucione s p; r p la pro ducci6n de ;;¡erabro nas con un

cont rol del tam año de los poros. A pa rtir ue 1º50 los ba c

t eriólogos del SubCO'.i:Í t é de né todos Norms les para el exá-

men de aguas potables y aguas n egr os de l a J, s ociaci6n l~me

r i cana de Salud Pública han i nic i r-d o estuuio s i ntensi vos 

a cerca de las a pli ca ciones de los fil ~ros Je mecbrrna en -

e l campo de l a bacteriologí a . (1, 4 ) 

Los fi ltros de membrana son pequefios di s cos de éste-

r e s de celulosa ( n i t r [-to de celulosa ) de O . 15 mm de gro

s or y 47 mm de di ámetro, planos y f l exiblesº 
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El diámetro de c2da poro oscila entre 0.45mu : 0.2; -
son esteriliz2bles en fautoc lave a 121 ºe dur,-nte 10 minutosº 

Poseen un2 veloc idad de f lujo ele 65 r.ü/rn in/ cm2 y un -

Í 11dice de refracci6n unif orme. Estan libres de substencias 

~uímicas inhibidoras del crecimiento b2cteriéno y no les -
afecta el líquido a filtrar. 

Las membranas filtrantes son cc..paces de retener las -
bac teri a s presentes en el ugua, ya que poseen un gran núm~. 
ro de poros de tamaño uniforme que no sobrepasa las dimen

siones bacterianas comprendida s entre 0.4-0.7 micras de an 
cho por 1-4 micras de longitud. (4,17) 
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Equipo. 

Apa r ato de f iltración.-

Se utilizó una unidad de f il t rc: ci 6n r.:illipore para un 

an{lisi s s imultáneo de 6 muestra s, este consta de: 

ml). 

Se i s embudos de vidrio Pyrex graduados ( 100,200 y300 

Seis soportes de vidrio Pyrex con placa porosa 

Un mat r az de f iltra ci6n al va cío 

Una bomba para vacío 

I.lembrana s de f il tra ci6n Millipore-HA esterilizndas 

47 ffi!D. y 0.45 mm) 
Co jine s absorbentes esterilizados 

Pinza s metálicas con punta lisa 

Dos matrace s de bola de f ondo plano ( 500 ml ) 

Dos matra ces Erlenmeye r ( 1000 ml ) 

Pipeta s gr adua da s de 10 ml 

Fr ascos de mu e streo de boca ancha con t e. pón esmerila-

do de 125 ml. 

Ca j a s de petri de 60 x 15 mm Pyrex 

Vasos de pr ecipitados de 250 ml 

Lémpar a s de a lcoho l 

Lé"Ímpr·rc:: de luz f luorescente 

~icroscopio este rosc6pico 

IncubPdora a 35± o.5ºc 

Esteriliu:: c i6n. 

Los embudos y soportes del a par8tO de f i ltroci ón se -

envuelven en papel especial y se esteriliza n en autoclave

ª 12lºC dur c:: n t e 15 minutos. Los fra scos de 1•mestreo, ca j a s 

petri y pipeta s se este rilizan en horno 8 170-180°C durt n

te una hora. 
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EQUIPO DE FILTRACION HILLIPORE 
DE SEIS UNIDADES 



Reac tivos. 
Alcohol etílico Gbsoluto ( c~ . ~ 0 ) 

Soluc iones. 

a ) Solución éU ·1ortigu[-ldora de (osfatos pH = 7. 2 

Disolver 34 g de KH2Po
4 

en 500 n l de egua destila 

da . Ajustecr el pH a 7. 2 con NaOH 1 N, &f ora r o 1000 ml con 
agua des tilada . 

b) Soluci6n 2mortiguadora diluíd<: . 

De l a soluci ón anterior toma r 1 . 25 CTl llev2r a --

1000 ~,1 .oun agua cie st i l ada ; esterilizr:r s 121 ºe dur:o nte -

1 5 minutos. 

l'Jeci io de cultivo. 

El medio empl eado par a l a detecci6n de colif ormes por 

medio de filtros de membrn.na es e l medio Ca l do 0e Endo-FM 
(BBL). 

Pr eparación del medio de cultivo. 

Disolver 4. 8 g de med io en 100 ml de agu2 0es t ila da -
a l a cual se le han 2gr egado üo s ml de alcohol e t íli co ab

solu to. Tra.nsfe r ir a un m2tra z Er l enm eyer con t8 p6n, post~ 

riormen te calentar en Baño ¡,~a ría duran te 3 a 5 Lünu t os , e!! 

friar a 45°C, ajustar el pH ent r e 7. 1 y 7. 3; s e r econienda 

prep2r ar el medio di a riament e , 2unque se puede conservr- r -
a una temperatura de 2 a loºc dur ante 96 horas r esguar dán

dolo de l a luz. 

El medio Caldo de Endo-FM (BBL ) contiene las siguien
tes substancias: triptona, tiope ptona , ca sitona, extr8cto

de levadura, l actosa, fo sfato monobf s ico, cloruro de sodio 

y fuc sina bá sica . 
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Técnica . 

El proced i mi ento a ba se de membr anas f i ltrEnte s par a 

la enumer ación de coliforrnes, comprende l a f iltr8ción de 
un volumen conocido de agua a través de una membrana f il

trante , l a cual posee poros de tamaño uniforme y de un -

di áme t r o 6pti.mo para l a retención completa de bacterias. 

La membr?ona filtrante es entonces pues t a en conta cto 
con un cojincilJ_o saturado de medio líquido se l ectivo --
(Ca l do de Endo-FM) pa r a proceder a l a incub~ci6n ba jo l e s 

condicione s ade cuadas de tiempo, t empera tura y hume dad. 
Se examinan los cultivos , con t ando l a s co lonia s c o l~ 

f ormes t í pic as, repor t ándose l os r e sulta dos como número -

de colif orrnes por 100 ml de mue stra. (l,4, 9 ,10) 
Estos gér menes de s arrollan s obr e l a supe r~ i cie de la 

membr 2na colonia s car acterís tic a s con brill o metálico v er 
dos o e iri di s cente, que puede presentarse en la peri f eria 
de l a co l onia , en l a porci6n centra l o cubrirla compl e t a

mente . Es t e brillo se debe a que en l a vía rne t ab6lica de
l a fe rment2ci6n de la l actosa, se forma un complejo ácido 

a l dehído que se combina con l a fucsina del me dio. 

La se cuencia a seguir par a e ste proceso es : en l a s -

ca j ~ s pe t ri esterilizada s y marcada s convenien temente se

col oca por medio de un di spositivo es pecia l, un cojinci-

llo abs orbente esterilizado en ca da una , sat ura ndo es te -

con 1. 8 - 2 . 2 ml de cddo de Endo-FM. 

El á rea de traba jo debe t ener condiciones de es t eri

l i dod por lo qu e se di stribuyen l f.mpBr a s de 2l cohol a lre

de dor de l equipo f iltrante. 

::; obre 12 capa porosa del sistema de fil t r a ci6n se co 
loca 18 membr ana filtrante esterilizada ,Don l a superficie 

- 23-



cuu. t.: r icul; ¡[ ro h< .. ci. u··:::· i b<. , ,·01· 

Lt1 !:1Ll~ s tru ~)Or ~ n ; liz~, r , s< t L t e ·. : .:._ 'i ' s ~J.:3ci...:s r.1D.r p -

pc: r .. i tir ~ L< h0L,og:::nc i..:· ción y ; ,_•:,·c:i .: :•, v •J~ fr::sco se fh~ 

n~ea ü . boc<.. del . tis:.; u y se vi ert e e11 el e . :l.Jit:lo un volume n

de 100 e l , proce J.iÚ11 Jo se n l t: fi ltr;c., c '. Ón . 

Nota : e s n e c >:: s[.r i o u ti 2.i.:::-, r um tru:1pL . ..._e ague::. ent r e 

l a bomba y l <:. uni dr.:l fi l trc.nt e . 

Se l L..va .el e1i:buLto .ccn un<.! solución ~· :...ort iguadora di-

ílUÍdn '( 2 0-30 .rol ·) con .ob,jeto de b¡, j ::-. r to d.<.: s les porciones 

de l a gua proble.lliE. y a segurarse de que toa os los g é r menes -

se de posi t en en l a membr ana . 

Te r IJinaua la filt r a ci ón , se r e ti.::E le: L!e. brc:.m: con -

l &s p inza s flé.llleado s y se c oloca con lL- supe r f icie cuc:.~ ri 

cul( da h c: ci& a rriba s obre el c o jin ci l lo cue se ti ene en -

l a s C2. j a s petri con el medio de cultivo , cvi t~ndo nt rapar

burbuj n s de aire entre l a membra na y el cojinci llo . Par2 -

volve r a utilizar el equipo e s nec es&rio es teri liza r este 

con l av ó dos de agua hirviente a ntes de fi ltra r l e siguien

te serie de muestras. 

Al finalizar el proceso, l a s c a j a s de petri se i n cu-

b &n en una a tmósfera húmeda ( aproximadamen te el 901" ) a -

35 ± 0 . 5ºC durante 22 a 24 horas . :Je observon l a s c2 j c s P§: 
r a efectU&r el recuento de ~ ; i croorg::- c1 i::;ir.os e; ,: ')lec:w'. o un mi 

croscopio esterosc6 pico y une l é.rop<::r a de l uz f l uoresc 2nte

cuyos rayos deben inci dir con un ángulo de 60- 80° e l plano 

de l a meubruna filtrL n -:. e . 

Se reportan a quellc. s colonié·s que pre s en ten brillo me 

t álico , cou o or gé·ni c: :os co .:;, iformes . 

Los resulte dos obteni do s se n11otwi en tér.: i nos G. e mi

croorga nismos co l i forme s por 100 rol de nu estr a . El cómputo 

se hace de la siguiente fo rw .. : : 

Microorganis1ws coliformes por 

100 ml qe muestra 
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Las bc cteriu s coliforrrw s presentes en el ngur: , pue den 

en a lguna s ocasione s pr oduc ir colon i a s at í pice s y par a 12-

i ó.ent i:f icación de e st2 s, se recurre n hL cer su co'.!1proba c i 
ón de la siguiente manera: 

De las colonias a típic a s de f i l t ros de ~embrana , se -

inoculan tubos de fermentaci ón de cr l do l c ctosad o , incuben 

do s e a 35 ± o. 5ºc durante 24 a 48 horas . 

De los tubos posit ivos se s iembr a un tubo en a ga r nu

t r itivo i ncline do, incub,ndose a 35± o . 5º c dur an te 24 ho-
ras. Del cultivo en aga r ha c e r una Tinción de Gram; los -
cultivos puros de las colonia s r~ t.Í p ic rs de los filt ros de

:ner1brrna qu e s e1m co-'. i fo rmes deben ser ba cilos no esnorula 

dos Gra.rn negr tiv os . 

En ésta técnica se pueden lle;:: r:- r e. pre sen tr r en r lgu

ru::s oca siones, r esultados fa lsos positivos , debido a cier

t a s especies de Serrot i a ma rce scens y f e r mentcci ores lentos 

de l a l a ctosa, lleg2ndo a producir brillo metf l:'..c o sobre -

l a colonia . Se ha observa do también qu e un crecimi en to a-

bundante en l a superf i cie de l e membr an2 i Dpide el desarr~ 

llo del brillo metcli co en a l gunos coloni as coli fo r mes. 

Los resulta dos fs l sos nega tivos pueden present erse en 

2mbos r;1étodos princip2lmente cuando hay un ca c1b io en el 

r ango de pH de 5.5 a 7.5 o a l a presencia de agente s inhi

bidores como fenol e s, 2cido sulfhídrico, sulfitos , iones -

de metc: les pesa dos como plomo y mercurio, a si co:no organi!! 

mos competitivo s del género Pseudomona s. 
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FILTRACION SIMULTANEA DE SEIS 
MUESTRAS DE AGUA APLICANDO EL 
fu.'ETODO DE FILTROS DE MEl'iIBRANA 

OBSERVACION DE LAS COLONIAS 

COLIFORMES TIPICAS UTILIZAN 
DO UN r.!ICROSCOPIO ESTEROSCO 
PICO Y UNA LAMPARA DE LUZ -
FLUORESCENTE. 



I1Ies 

VI 

ii. e sul c ::i ci os . 

:;E l tot< l j e r:...u'" s tr<.:. s c: nc lizc rlHs sü:ul t ~' n e;::- m cnte por -

uno y o t ro 1,1 étodo :'.: ue de 2 1 74 ; con l os resul te dos ob t e n i 

clos se e1.teont r 6 (]Ue 2 oc: 3 cmc ::>tr2 s coinciden en c.mbos n ét o 

'~ Os to.1x n do en c uen t e l t. s mues t r e s cont8!.~i n< de s y l c· s n o -

CDll tc ·: ·j_nc cü s i:ü rn ~•-.: s r¡ue corrO..cloTi Oml en ol S6 . 23°'a . 

Prr<. e sto ce con siue r e.ron contP ,_ Lin<clrs l e s :·-.1u 0 s tn•s -

que rire :3entc1ron por el mé todo de tubos de fermentación un o 

o rn 11 s t-i;.bos posit ivos en la :;irue ba con f irmativa y en r e l &

ci ón é' l L1étou o de f iltros ele _:ier.1brcma 8.quellé1s mu~stras 

que :;.ir esen tc ron dos o m2,s colonü~. s tí pica s en le supe r f i-

c i e de l e membr r n a . 

De l os mu estras que no coinci cler:. en 2obos mét odos 48-
a i e r on resul ~. :;· d o posi tivo por e l L1étodo de tubos de ferme n 

tE'. c i ón y ncgc: tivo por e l méto c-1 o ele .:_'iltros de !"!"iembrana , 33 

rnu 1:; s tr2 s dieron resulte. do positivo en :'.:'iltros de cen:bra n< 

y n ee2 tivo en tub os de .fe rmentaci6n, h<:.ciend o un to ta l de -

81 muestr~: s que corresponden 21 3 . 72%. 

TABIJi 1 

L!u e stras Mu est r as que coin- l':Juestra s positi vas que n o 

Gn aliza da s ciden en ambos mé t s . coinciden en ambos méts . 

Nov. 545 513 TF FU 
16 16 

Die . 432 415 15 2 
Enero 614 594 7 13 
Feb . 583 571 10 2 

TOTJ.L 2 174 2 093 48 33 

TF = _Tub os de fermenta c i6n 

FM Fil tros ·de membran a 
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An¿lisis 0strd í st i co de l os r e sul tados. 

:De l~ s Lmestn:t s co nt& · .. i nafü s por l os dos Clét cr os s e -

i1iz o un es<~c., dio ·'.:!S tE:cl Ístico tomnndo en cuent[ lo s i gui ent e : 

a ) P~ e'<. e l ;::ét ·xl o de tubos de fermc~: t: ci6n c;e c or.. side 

ró e l nÚJ;; e r o ue tubos positivos y negc. tiv os ( 6 s e& de O 8. 

5 ) en ü :. puek · cor;firr:J.i=. tiva y l a frecuenciu c on que estos 

se pr e s entaron . 

b) Pa r a el método d e f iltros de membr2na se tomó e n -

cuentu e l m5.L:icro de colonia s Cé: r e cterísticas represen ta ti

V <' S clestle O '-· 30 coloni as y Gás de 30 colon i a s s e c cns i de 

r;. r on c ono inc ontab l e s , ordenándose És to s de.t os en inte rva 

lo s ele cla s e , pc.. r a poder darle e: cadé:: uno un v<:: lor err,pí r i 

c o , obse rvC: n C: os e taLb ién su fre c ue• cia 

TABLA 2 

TF FI.1 

Tubos ( +) va lor r eal Col. típicas valor 
, 

eL1pirico 

o o o o 
l l ·1 a 6 l 

2 2 7 a 12 2 

3 3 13 a 18 3 
4 4 19 a 24 4 

5 5 25 ª 30 5 
D:ás de 30 6 

En cada métoC. o estos valores s e agruparon anot a n do -

l a fre cuenciP. observada y el tota l de muestrio s con ta.dina--

da s para obtener l a media a r itmética por la siguiente fÓr-

mula : 

X = ~ Xi 
n 

donde 
Xi= v a lores ob servad os 

n= m'une r o de .oues tras 
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Y una vec¿, olltL'2.L.ú l< ~\oc.L · ri. L ~tic:- ( 7), sac< r la 

desvié ción estc'ndár a ;.>c.rtir J.e la siguie1. ¡;,_, ;'ó1·r 11ün : 

/ 2 
s = V ._Z::_(~X_i ~-~-{ ~)-

- 28-



Xi f fa fXi 

o 33 33 o 
1 42 75 42 
2 14 SS 28 

3 16 105 48 

4 7 112 28 

5 37 149 185 

TABLA 3 

TUBOS DE FERMENTACION 

J:fXi Xi-X (Xi-X) 2 f(Xi-X) 2 

o -2.22 4.9284 162.6372 
42 -1.22 l. 4884 62.5128 
70 -0.22 0.0484 0 . 6776 

118 0.78 0.6084 9 .7J44 
146 l. 78 3.1684 22.1788 
331 2.78 7. 7284 285.9508 

x ~Xi - 331 
n - ·~ = 2.22 

s =-/~(Xi-X') 2 
V" n 

543.6976 
149 

i f'(X· ;;:) 2 
~ , i-.'I. 

162. 6372 
22201500 

25 . 8276 
235 . 5620 
257.7408 
543. 6976 

l. C:l02 



TABLA 4 

FILTROS DE I.IE.IBR;.NJ. . 

Xi f fa fXi \'.fXi (Xi-X) (Xi-X) 2 f(Xi-X) 2 t.f_( :X:i-50 
2 

o 51 51 o o -1.69 2. 8561 145. 6611 14 5.6611 

1 59 llO 59 59 -0.69 0.4761 28.0899 173.7510 
2 6 ll6 12 71 0.31 0.0961 0.5766 174- 3276 

3 4 120 12 83 1.31 l. 7161 6. 8644 181.1920 

4 1 121 4 87 2.31 5.3361 5.3361 186 .5281 

5 2 123 10 97 3.31 10. 9961 21. 9922 208 . 5203 

6 26 149 156 253 4.31 18.5761 482. 9786 691. 4989 

x = ~ Xi - 253 - 1 6979 n - --r¡g- - . 

s = J r (Xi~X) 2 
- / 691. 4989 
- \ 149 = 2.1542 



TURBEDJ,D 

VOLlITIEN DE 

r.IEDIOS DE 

CULTIVO 

TIL!.'!PO PAHA 

OBTENER !'iE

SULTADOS 

INTERPRETA 

CION DE LOS 

RESULTADOS 

ESPACIO EN 

LA INCUBACION 

EQUIPO 
NECESARIO 

COSTO 

No pre senta _proble!:i<·. 

;.íenor volwnen 

Varios medios y mayor 

volumen de ellos 

De 4 2 6 días 

Cualitativo 

Cuantitativo: sólo 

por técnica del im:P 

rfayor e spacio 

Mi::.s material 

de vidrio 

l\'Ias econ6Lico 

3Rf.NA 

Volume i:es mayores 

(100, 200, 300 ml) 

Un medio de cultivo y 

oenor volur.en Je l mismo 

22 a 24 horas 

Cua.li tativo 

y 

Cu a ntitetivo 

r cnor e s p2 cio 

r.:enos roa t e ri2.l 

1·r s costoso 



VII 

Cor.1pr r ución en t r e ambos métodos . 

Tu rüit;Jad . 

La turbi cd2.d del a gua por <.. rnllizar no pres()nta prob l~ 

m~s é.l s er emplE;?E·da l a t écnica de l os t ubos c1e fe rmen ta--

ción . 

La técnica del fi ltro de u, embrana no pu ede ser emple§:_ 

da en cmestr&s que pr e s entan turbi eda d , que pu ede s e r deb1:_ 

da ~ l a pre s encia de ma t eria l ge l a tinoso finamen t e dividi

do , tal co110 f i e rro suspendi do , manganeso, aluminio coloi

dal o a l ga s que llegan a formar una película de l ga da en t~ 

da la superficie de l a membrana, dando lug2.r a una obstru~ 

c i ón de los poros, as í c omo ma terial cristalino o s ílice . 

Cuando la turbiedad s e debe a un2 al t a concentra c.ión

de colif orme s, el v ol umen de l a muestra no debe se r 1;1ayor

de 2 a 3 ml y en su ca so se r ecomi enda hacer diluc iones -

apropi 2.da s con solución amortigua dora estéri l p<.: r n que a sí 

l a f iltra ción s e f a ciliteº 

Si en los abastecirui entos de agua potable existen 

gr 2nde s poblaciones de ba cteria s no colif ormc s , esto puede 

dif i culta r el an6lisi s de coliformes por el método de fil

tros de membrana , porque e s posible que haya inhibición en 

e l creci~ient o de estos. 

Ahora l a existencia de ba cterins no colif ormes sobre

l a superfi c i e de l a membrana pu ede contrarresta r el me ca-

nismo supre s ivo de l medio HF-Endo y producir un crecimien

to excesivo qu e enmascare l a de t ección visue l de bacterias 

colifor~es sobre l a superficie del f iltro. El mecani smo se 

l ectivo de este med io no puede ser efecti vo en aguas que -
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cont i:mgan u { s de 400 colonü·s no c o li ~··orr:1c~ po r un: c ol o

nia colif orme en 10 0 :_,l tle mu e s t re . • 

Se ha encontr2.do qu e agua s a l t ame n t e con k .LJ i nc.au s -

con deshechos indu str i a les cont e11 i endo c8n t i d; d'"' s de una

ppm de Zn, Cu ó f enoles , ejercen un ef ec to br, c t .~ ric i ia ó

bac t eriostático qu e i wpi de el desarrollo br ctericno ; por

lo que el método de nembranas f i ltrcnt P.s no e s r e c omenda

ble en éste ceso. 

Volumen de muestra . 

Por el método de f iltros de membr r na , se pueden ana

liza r c_on m2yor coi;1odi fü1d vo lúmene s mvy ore s de mu es t re 

que s on más represen t ;~ tivo s , dc n do una inf orms ción má s 

precisa cuando los niveles de colif ormes ' s on bajos . 

Medio de cultivo . 

Para los tubos de fermenta c i ón , s e utilizan cuando -

menos dos o tres me dios difer en t e s que r equi e r en may or v~ 

l um.en, y un solo me dio de culti vo es ne ce sa rio p2r a los -

f iltros de membrana , ue l cua l s e ocupo un volu_¡:i en tl e l. 8-
a 2 . 2 mililitros por muestre. 

Tiempo para obtener r e sul t a dos . 

Pa r a la prueba de tubos múlti pl es de f e rmen ta ción se 

r equiere de 4 a 6 dí as p¡:_ r a obtener r esul t r dos def initi-

vos , y por el método de f iltros de membrana e s de 24! 2 -

horas para obtene r los mismos resulta dos. 

Este ahorro de tiempo en l a va loriza ción de l a cali

da d s anitaria del agua es i mportante ya que se pueden re~ 

lizar en forma inme di a t a l a s medida s de control pertinen

tes. 

Interpretación de los re sul t 2dos. 

Harold &: Woodwa rd encont r a ron que los va lores obteni 
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dos con l os fi ltros de membrana s on de dos a cinco ve ces
u.ás precisos que aquell os que se obtienen con el mé todo -

de tubos de ferffientaci ón , ya que este método indica única 

mente l a presenc i a ó ausencia de or gani sm os coliformes en 

el inóculo , a menos que se recur ra a l a técnica de l Nl1P ,

donde se obti ene e l número de bac teri a s por es tim2c ión e s 

t r dÍ3tica , con lími t es de confianza de l 95~ . (9) 

í'.:s¡x1 cio de i ncubbc i 6n ~ materü:i l de vidrio . 

La técnica de filtros de membrana r equie r e menos es

pa cio de in ~uba ción, por ejemplo : e l espaci o ocupado por-

5 ca Jas Petri de 60 x 15 mm necesaria s pan: 5 mues tra s es 

a proxim~d~mente 4 a 5 vece s menor que e l necesCT rio pe r a -

incubar 25 t ubos de f e rmenta ción . Adem2 s necesite menos -

ma te r i a l de vidrio , lo que signi f i ca ahorro en e specio, -

tiempo de l avado y este r iliza ción . 

Costo . 

Heciendo una coo.pc. r a ción de cada mé t odo en cuanto a 

mr teria l util izado , el m:hodo de los f iltros de rnembrana

r equiere de un equipo mes e s pec i a liza do ( Apar 2to de fil

tra ción , meobra nas y cojinci l los ) qu e r esulta se r ma s -

cos toso y ad em{ s r equi ere de importa ción . 

il rAt odo de tubos de f er men ta ción, r.unq1'.e e s l cbo-

rioso r equiere un Dateric l de fácil adqui sic ión , más bara 

t o, por lo que r esulta ser más econÓQico . 
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VI II 

Conclusiones. 

El método de lo s filtro s de membn:·na , presentó vent~ 

ja en cuanto a precisión, ya qu e no s da un núme ro entero, 

que es e l número de colonia s con br i llo met{lico ou e s e -

desarrollan s obre l c. su~)e r:C i cie ele la membn nE , re l~ cio-

n2ndo este recuento directo c on e l volumen f i ltrcdo. 

En cuanto a l a prepa r a ción de l med io de cultivo cal

do de Endo-FM (BBL), se prolongó el tiempo de c& l ent rrn i e_!! 

to sin logr a rse una disolucj_Ón c orri.pl e t a de l mi smo , lo 0ue 

pudo h c..ber da do lug2. r a 12 evcpora ción de l e t <~ nol , :Ji émdo 

ést2 una pos i bl e cause. en l a va rü·ción de los r e sulb dos . 

Al hacer e l análi s i s e s té.dí stico de los r esul t '. d O!J -

se encontró que el mé todo de los tubos de fe rmenta ción e s 

mé s sensible qu e e l filé todo de los fi ltros de m.enbrc:: n2. ; es 

to se concluy6 ya que l a desvia ci6n est8nda r dc: l método -

de tubos de ferment r ci6n e s menor qu e su media a ritmética, 

en cambio en el método de l os f iltros de membr2na su de s

via ción estf: nda r r e sul t ó mayor que l a medi a 2r i tmétic3 , -

tom2.ndo en cuenta que s e le di eron va lores empíric os a -

l a s colonia s ca r a cterística s r epr e senta tivr s. 
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