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O B J E T I V O 

E1 objetivo principal de este trabajo fue.reunir las 
técnicas necesarias para hacer análisis de laa muestras de 
las aguas costeras, que pudieran estar contaminaias por 
enterobacterias patógenas procedentes de las heces fecales 
de individuos infectados e introducidas a los marea por 
medio de las aguas residuales originadas de poblaciones 
cercanas a las costas. 

Las enterobacterias son las principales causantes de 
enfermedades gastrointestinales en e1 Mundo, por esta razón, 
su detección e identificación en las aguas costeras servirán 
como una medida preventiva contra la contaminación y se 
evitará la adquisición de este tipo de enfermedades que en 
algunos caeos 11egan a causar hasta ocasionar la muerte. 

Este trabajo también se elaboró con el propósito de ser 
usado por el personal de 1a Sección de Bacteriología de 
Investigaciones Oceanográficas y el de la Dirección de 
Prevención de la Contaminación Marina dependientes de la 
Dirección General de Oceanografía Naval de la Secretaría de 
Marina. que realizan investigaciones en este campo y que no 
cuentan con un manual que reúna estas técnicas. 
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I INTRODUCCION. 
1) Las aguas costeras 

Las aguas costerao son las de la orilla del mar contiguas a 
la Tierra firme y que se encuentran sobre la plataf o:rma 
continental. 
El grupo GESAMP (Group of Expert on the Scientific Aspect 
of Marine Pollution, FAO. 1976-1980) definió por aguas cos
teras a aquéllas que presentan una salinidad mayor de o.5~, 
y que se extieden hasta la orilla de la plataforma contine.J:!. 
tal (55). 
Las aguas de la costa, que constituyen la llamada zona cos
tera, represent~ un porcentaje ínfimo de las extenciones 
continentales, la superficie de loa estuarios, de las lagu
nas saladas, de ias tierras bajas y pantanosas. 
La plataforma continentaL se extiende de 30 a 40 Km desde 
la costa y su profundidad es de 200 m; en ella se distinguen 
dos zonas, la zona litoral y la zona ne:t:·itica. La zona lito
ral es la más afectada por las mareas y la que recibe luz 
solar en cantidades suficientes para que puedan desarrolla.!: 
se perfectamente los vegetales y los animales fijos en el 
fondo; la zona neritica 6 también llwnada sublitoral es la 
más profunda y por lo mismo la penetraci6n de la luz es 
escasa (9,11,12,34), vease la figura No. 1 
La zona costera es el lugar en el que el agua de mar y la 
Tierra se unen; su línea de demarcación puede ser rocosa, 
arenosa o puede ser cortada bruscamente o bien puede poseer 
un declive que va acentuandose hasta alcanzar una profundi
de.d de 200 m. Generalmente la luz solar penetra hasta los 
cien metros de profundidad; no obstante en las aguas trans
parentes de los trópicos su penetración es mucho mayor (11, 

30,34). 
Las zonas costeras son de imµortancia para e1 ser humano de
bido a sus características biológicas, a su potencialidad 
econ6mica y su utilidad recreativa. 
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La Zona costera es l.a de mayor importancia para 
e1 hombre, por la gran diversidad de especies 
animales y vegetales que a.hi se reproducen, por 
los organismos de consumo alimenticio y por su 
utilidad recreativa. Pero t[l.Jllbién es la zona ' 
más perturbada a cauea de los dese.choe contami
nantes de origen doméstico e industrial. 
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Estudios hechos en los últimos años han indicado que las 

aguas costeras cercanas a las playas, han mostrado un aumen 

to en su contaminación química y microbiológica poniendo en 
peligro la salud de los usuarios de estas zonas (15,21,24. 

25,26,27,37,48,53,55). 
2) Contaminación de las aguas costeras por Enterobacterias 
Las Enterobacterias constituyen una familia de bacilos Gra,m 

negativos, no esporuladoe, que carecen de oxidasa, reducen 

los nitratos a nitritos, fermentan la glucosa con ó sin pr.2, 
ducción de gRs, son móviles 6 inmovilea, crecen muy bien en 

medios simples y son anaerobios facultativos. La familia de 

las enterobacteriáceas incluye 12 géneros: Escherichia, 

Edwardaiella, Citrobacter, SaJ.monella, Shigella, Klebsiella, 

Enterobacter, ~. Serratia, Proteus, Erwinia y Yersinia • 

Algunos microorganismos de estos gáneros se encuentran for

mando parte d la flora del intestino de loa vertebrados. 

Otros se comportan como sapr6fitos o bien pueden infectar a 

ciertas plantas (i,2,4,5,13.14,16,18,42). 
A todos los representantes de la familia de las enterobact..!.!. 

rias se lee conoce con el término de bacilos entéricos. Los 
géneros se consideran como loa principales causantes de la 

patología intestinal (4,5,13,14,35). 
Loa eéneros que contaminen principal.mente les e,,,"'lllls co~teras 
son Eacherichia, Salmonella, Shigella y los del género·de 

estreptococos; bajo ciertas condiciones pueden sobrevivir 

en el agua de mar hasta 15 días (2,5,7,17,21,24,25,32,37,42, 

52,55). 

Loa estudios realizados con respecto a la viabilidad de las 

bacterias entéricas en el agua de mar han evidenciado que, 

las bacterias de la fiebre tifoidea pueden permanecer 

viables durante cinco semanas en agua de albañal y en 

contacto con el agua de mar entre dos y doce semanas. 

Escherichia ..!:.21! muestra una mortalidad del 9o.' a las 30 
horas en agua de mar colectada durante los meses de verano 
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y en genera1 e1 80% de todas 1as bacterias indígenas de1 
agua de a1baña1, mueren en una hora a1 ponerse en contacto 
con e1 agua de mar (5,8,20,35,47,55). 
Existen evidencias de que 1a mayoría de 1as bacterias 
co1iformes no sobreviven mucho tiempo fuera de su hospedero 
y mueren cuando son incorporadas a 1as aguas sa1inas. Sin 
embargo, permanecen viab1es por mucho tiempo cuando se 
encuentran en presencia de materia orgánica o en abundante 
agua du1ce. Rara vez se 1es ha detectado en e1 mar abierto 
debido a que 1a di1ución a que están sujetas disminuye 1a 

. pob1aci6n bacteriana (20,21,23,26,27,32,47). 
En t6rminos genera1es 1a presencia de bacterias co1iformes 
en aguas marinas constituye una indicación de contaminación, 
pero este grupo de bacterias no es e1 único indicador, 
existe otro grupo que es e1 de 1os estreptococos feca1es que 
junto con 1as bacterias co1iformes, está siendo usado por 
al.gunas 1egis1acionee sanitarias. No obstante, loe estrepto
cocos feca1ee no deben ser uti1izadoa como c:riteria primario 
debido a que es escasa su especificidad por que no se pueden 
distinguir entre los estreptococos procedentes de1 hombre, 
los de 1os anima1ea de sangre ca1iente y 1os de p1antas e 
insectos, 1o que puede conducir a pruebas falsas, pero es 
útil el registro de estreptocococoe como un sup1emento a 1as 
pruebas de co1iformes (55). 
La cantidad permitida de bacterias para las aguas marinas 
cercanas a 1a playa es de 240 a 2400 bacterias por 100 mi., 
esta cantidad es de 2.4 X 102 veces mayor que 1a permitida 
para e1 agua potable (1,18,23,24,33,48,50,53,55). 
Las aguas costeras reciben descargas de aguas negras que no 
solamente contienen grandes cantidades de heces feca1es, 
sino además desperdicios de toda indole procedentes de 1as 
industrias y materia orgánica proveniente fundamentalmente 
de 1as fábricas procesadoras de a1imentos, 1o cua1 ha condu
cido un aumento en e1 número y en 1a variedad de organismos 
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patógenos como los virus, hongos, protozoarios (amibas), 
helmintos y bacterias (1,17,17,21,37,26). 
Zobell dete;rminó que el flujo diario de aguas negras en el 
Océano Pacifico a lo largo de la costa occidental de loa 
Estados Unidos, contiene una población de 2Xlo18 bacterias 
colifor·mes; estos microorcanismos se distribuyen a lo largo 
de la plataforma continental a una pro:f'u.ndidad aproximada de 
100 m y alcanzan una concentración de 50 bacterias por ml 
(26,27). 
En el siglo pasado, toda una serie de epidemias en cadena 
de fiebre tifoidea, cólera y desintería fueron consecutivas 
a la introducción de a.guas contaminadas a las reservas de 
agua potable en ciudades y pueblos. Una de las epidemias 
m~s conocidas y famosas fue la de la fiebre tifoidea que se 
presentó en las ciudades de Nueva York, Chicago y Washington 
durante todo el otoño de 1924 y principios de 1925 y que 
fue ocasionada por el consumo d ostras crudas recogidas de 
aguas contaminadas por aguas residuales (1,4,7,19,21,23,25, 
32,33,37,51,55). 
Estudios realizados por la Organización Mundial de la Salud 
han permitido calcular que la población mundial afectada por 
enfermedades infecciosas ocasionadas por la contaminación 
bacteriana del agua asciende a 500 millones de personas. De 
esos quinientos !11Íllones, 5 millones mueren a causa de esta 
enfermedad antes de cum~l1.r 5 años (l,19,32,47,53). 
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II Obtención de la muestra 

La recabaci6n de la muestra repreeenta el primer paso ana
lítico en la realización de un estudio específico o deter
minado. El muestreo consiste en la separación de una frac
ción de muestra que sea representativa del volumen 6 de la 
masa del cuerpo que se desea análizar. En el caso especíri
co del análisis de agua marina, la muestra debe colectarse 
en frascos limpios estériles de 100 ml de' capacidad, de 
boca ancha, de vidrio, o de plástico y resistentes al ca
lor, ver figura 2. Dependiendo del contenido de cloro en la 
muestra deben añadirse previamente a cada frasco lml. de 
solución de tiosulfato de sodio 0.01 N con el fin de eviter 
la acción bactericida del cloro (49,50). 
Los sitios de muestreo incluyen a las bahías, los estuarios, 
las playas con frente océanico, las lagunas costeras y los 
ríos con desembocadura al mar. 
En la selección del sitio exacto para el muestreo deben 
considerarse las fuentes de contaminacíón, el caudadal, la 
velocidad de la corriente, la dilución por corrientes rami
ficadas , los cambios en la topografía y el declive del 
cuerpo de agua con el fin de que las muestras sean represe!!: 
tativas de las condiciones que ezistan en el punto y la ho
ra en que se toman (1,49,50,55). 
En el caso de que existan descargas de aguas residuales a.l. 

mar, las muestras deberan tomarse antes, durante y después 
del máximo de estas descargas con el fin de tener una idea 
de la contaminación bacteriana y de las variaciones que és
ta experimenta con las descargas. El n'111nero de 11I11estras a 
tomar, dependerá principal.mente de: 
a} la cantidad de descargas en el área de estudio 
b} la distancia entre los tubos de descarga 
c) el contenido de bacterias en los vertimientos 
d) la situación geográfica del área de estudio. 
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l 2 3 

Figura 2. Recipientes que se utilizan en la toma de 
muestra. 
l. Frasco de vidrio o de plástico con tapón de rosca 
2. Frasco de vidrio con tapón esmerilado 
3. Bolea de plástico con cierre hermático. 
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En casos especiaies como por ejemplo cuando se trata de 
investigar ias variaciones que experimenta la contaminación 
bacteriana de una zona costera durante una determinada es
tación dei aao, entonces se hará un programa previamente 
establecido en ei que se especifique cuántas veces al día, 
que días y durante cuánto tiempo se tomaran las muestras. 
La transportación del personal y del equipo de muestreo, 
debe realiz~rse en una lancha ballenera o.bien en un bote 
salvavidas. 
Las IJil1estras deberán tomarse con la mano por medio de un 
frasco de vidrio 6 de plástico. se :Lntroduce el frasco en 
contra corriente y se deja que se llene de agua (ver figu
ra 3), una vez lleno se tapa y se saca del agua, ee elimi
na una porción del agua con el fin de que quede un espacio 
para poder homoganizar la muestra de agua al momento del 
análisis. Tapar perfectamente ei frasco y etiquetarlo ano
tando la siguiente información: 
1) fecha y hora de muestreo 
2) temperatura del agua 
3) profundidad a la cual fue tomada la muestra 
4) localización geográfica del sitio de muestreo 
5) si se juzga pertinente, debe agregarse la información 
que sea necesaria. 
Cuando se requiera tomar muestras a una profundidad mayor 
de 30 cm de 1~ superfic~e, se recomienda utilizar el mues
·treador bacteriológico de JZ ZOBELL, o tambián el muestre.!!!: 
dor de agua con liberador de tapón de forma de canastilla 
(ver figuras 4 Y 5). 
El muestreador de Zobe11 tiene un marco de metal, mensajero 
de metal pesado, tubo de vidrio se11ado y unido a un tubo 
de hule y dos frascos de vidrio de 350 m1 esterilizados. El 
mueatreador se introduce a la profundidad deseada, se sue1-
ta el mensajero que rompe e1 tubo de vidrio y al romperse 
permite la entrada del a.gua al frasco. 
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Figura 3. Toma de muestra de agua 
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Pigura 4. Muestreador bacterio16gioo JZ ZOBELL para 
utilizarse a más de 300 m de profUndidad. 
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Figu.ra 5. Muestreador bacteriológico de forma de 
canastilla para utilizarse· en la toma de mo.estra 
de agua a máe de 300 m de profundidad. 
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El muestreador de agua con liberador de tapón es más senci
llo; consta de una canastilla metálica de cobre y ácero 
inoxidable reeistente a lR corrosión, tiene un eolo frasco 
de 500 ml con tapón esmerilado, dicho frasco se sujeta por 
el cuello y el tapón tiene una cubierta o sujetador también 
metálica unida a un cable de ácero el que sirve para jalar 
el tapón y permitir la entrada del agua a la profundidad 
deseada, ver figura 5. 
Además de la obtención de la muestra de agua marina, exis
ten algunos organismos que podrían ser utilizados como ind,i 
cadores de contaminación bacteria.na; 6stoa son~1os¿'JÍlol"áecGs 
tal.ea como las ostra.a, los mejillones, las almejas, etc., 

que poseen un sistema eficiente de filtración de agua. En 

esta agua filtrada están suspendidos innumerables microor
ganismos • Entre esos microorganismos podrían estar las 
bacterias entéricas patógenas. Esta ea la raz6n por la que 
se debe muestrear a.los moluscos.para incluirlos en los 
análisis bacteriológicos. 
Para la colecta de moluscos, es recomendable llevar guantee 
de cuero, cajas de cartón parafinadoybolsas de plástico 
limpias. En algunos casos en que los moluscos se encuentren 
aderidos a las rocas o dentro de los sedimentos, se pueden 
utilizar tena~as ma.~uales, rejillas, pala azadora, pico de 
geólogo, cubetas y tamices. 
Las muestras deben ser colocadas inmediatamente en hielo y 
trasladarse al laboratorio para su análisis; 1as muestras 
deberán permanecer en refrigeración hasta el momento ·dé1-

análieis. 
III Pruebas de 1aboratorio para. la detección de bacterias 

__ · có1iformes en muestras de a.gaa marina 

Loe coliformes son un .. gru.po de 1a familia de las enterobac
terias que incluye a 1os géneros Escherichia, Enterobacter. 

y Klebsiella. Betas bacterias poseen varias características 
en común con los géneros Salmonella y Shigella; no obstante 
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existe una diferencia bioquímica que los distingues 1os 
coliformea fermentan la lactosa con producción de ácido y 
gas en 24 horas, mientras que Salmonella y Shigella no fe_!'. 
mentan la lactosa. Existen sin embargo otras bacterias que 
también hidrolizan la lactosa con producción de gas y po
drían eill!lascarar la presencia de coliformes. Por esta ra
zón se deben realizar otros estudios que permitan identifl:, 
carlos y diferenciarlos de otras bacterias que podrían es

tar presentes en la muestra de agua. En términos generales 

el aná1isis bacteriológico del agua de mar que se realiza 

con el fin de detectar la presencia de coliformes, consis
te de los siguientes pasos: 
l. Recuento en placa 
2. Método de fermentación de loa tubos múl.tiples ªl prueba presuntiva 

b prueba confirmativa 
c prueba completa 
d coloración de Gram 

1. Recuento en placa 
Pará llevar a cabo el recuento de bacterias, la muestre. de
be di1u:irse y sembrarse en placa9 incubar T después de la 
incubación se cuenta el nÚD1ero de colonias que se han desa
rrollado. Posteriormente ee determina el número or:lgina.l. de 
bacterias mul.tiplica.ndo la cantidad de colonias deearrol.1a
das por la dilución de la muestra (1,4,5,8,24,36,48). 
~IScni.ca: 

1) La muestra de agua original se agita para obtener una 
solución homogénea. Preparar diluciones seriadas de 1:10, 

1:100 y 1:1000. Un ml de la muestra de a.gua. homogeneizada 
es adicionado a un tubo de ensayo conteniendo 9 m1 de agua 
estéril, mezclar y pasar de esta solución 1 ml a otro tubo 
con 9 m1 de agua estéril, mezcl.ar, · tomar finalmente otro 
ml y pasarlo a un tubo conteniendo también 9 m1 de agua 
estéril, ver la figura 6. 
2) Se vierte 1 m1 de la muestra origina.J. y de cada d~luci6n 
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Muestra 
origi.nal. 

l 
@}) . . 

. 

1 m1 ]. ml. 11 1 m1 l 
B9 m1 de 

agua dee
tilada B 9 m1 de 

agua des
tilada B 9 ml de 

agua des
tilada 

diluci6n 
l:l.O 

l 
~ 0 

dilución 
1:100 

dilución 
l.:l.000 

l l 
(/~ .. /--~ G 10 
~-) (~ :\·. 
~- .. () 

Siembra de l.a muestra original y l.as diluc~ones en cajas de 
agar nutritivo invertidas e incubadas a 37 C durante 24 ho
ras. La aiembra se hace por duplicado. 

Pigura 6. Recuento en pl.aca; en este método se determ:i
na el número de bacterias deearrol.ladas en placas de 
agar por diluciones 1:10, 1:100 y 1:1000 a part:IX de la 
muestra original.. 
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en sendas cajas de petri estéri1es debidamente rotu1adas. 
Sin di1uci6n se agrega, en cada caja, agar nutritivo ~undido 
y enfriado a unos 40ºc y se mezc1a con suaves movimientos de 
inc1inaci6n y rotación de 1a caja. Las cajas deberán ser 
preparadas por dup1icado. 
3) Se deja so1idificar el agar, enseguida se invierten 1as 
cajas y se incuban a 37ºc durante 24 horas. 
4) Se procede a contar el número de co1onias con 1a ayuda de 
un 1ente de aumento. Unicamente se tomarán en cuenta 1as 
placas en 1as que el número de colonias esté entre 30 y 300; 
si se cuentan 340 co1onias en la p1aca con 1a muestra 
di1uida 1:10; 45 co1oniaa con la di1uci6n 1:100 y 6 co1onias 
en la di1uci6n 1:1000, e1 número de colonias por ml. de agua 
sin di1uir será de 4600, para este ejemp1o: 

6 X 

~X 

340 X 

1000 
100 
10 

= 
= 
= 

6000 
4500 
J400 1J~OO = 4600 
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2) Método de fermentación en tubos m~ltiples 

La cantidacl de microorganismos que se desarrollan en un 
medio determinado puede conocerse por diversos métodos 
convencionales. Es un hecho bien conocido que el recuento 
directo de microorganismos al microscopio tiene la ventaja 
de incluir en la cuenta a los micoorganismos vivos y a los 
muertos. En cambio la evaluaci6n en placa·y la del número 
más probable sólo toman en cuenta a los microorganismos 
vivos. 
La determinación de la cantidad de microorganismos por el 
método del número más probable (NMP) proporciona una 
estimación de los micr organismos vivos existentes en una 
muestra. Es un concepto estadístico derivado de la teoría de 
probabilidades aplicable a 1a cuantificación de microorgani~ 
moa bajo ciertas condiciones imprecindibles para el uso de 
ésta teoría, cuyas bases son: l) Los microorganismos se 
distribuyen homogenéamente y al a::.ar en el medio que los 
contiene. 2) Alícuotas iguales de la muestra contendrán 
igual número de células. 3) Las células se comportan como 
entidades independientes. El método perderá exactitud si se 
presentan agrupaciones celulares. 4) En caso de que se en
cuentre '.lr.a sola célula, el medio de cultivo empleado permi
tirá detectarla en función de su crecimiento. 
La metodología ideal para la determinación del NMP está 
basada en la elección de una serie de diluciones de la 
muestra problema que manifiesten crecimiento (tubos positivos) 
y en los tubos de cultivo que contengan las diluciones más 
altas ausencia de crecimiento (tubos negativos). Si no se 
posee un valor presuntivo de 1a población de microorganismos 
que se encuentran en la muestra por analizar es recomendable 
entonces aumentar el número de diluciones seriadas a efectos 
de permi·tir une. correcta determinación del número más 
probable. 
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Habitualmente se inocul.nn de tres a cinco tubos con l.a misma 
dilución de un banco de dil.uciones decimales de la muestra. 
Obviamente, los límites de confianza son más precisos a 
medida que aumenta el. número de tubos sembrados ~or cada 
dilución. No obstante, ea conveniente insistir que el. NMP no 
proporciona un valor preciso sino una estimación aproximada 
de la pobl2ci6n de microorganismos contenidos en una muestra. 
Por ejemplo, cuando 1a población de organi:smos es muy el.eva
da el recuento en pl.aca supera en precisión a este método; 
en cambio, en muestras con poblaciones bajas (menos de 10 
cáJ.uJ.as por gramo o mJ.) el. método del NMP es más eficaz. 
EJ. concepto desarrollado en los pár:rafos anteriores tiene 
una traducción práctica en el anál.isis bacteriológico del. 
agua. De una muestra por analizar cuyo NMP de cél.ul.as/nll se 
dezconosca pueden prepararse diluciones sucesivas de cua.lqu,1 
er orden. Si de cada dilución se siembra una serie de tubos 
de cul.tívo por duplicado llegamos final.mente a una diluci6n 
en J.a que algunos tuboa habrán recibido una o pocas células 
y otros que no habrán recibido ninguna. Esto podrá ser 
facilm.ente detectable si las diluciones se han ~racticado 
sobre un medio de cultivo adecuado ó bién si se 11eva a este 
medio una alicuota de las m:l.smaa. De hecho ambas cosas son 
conceptualmente equivaJ.entes. Entonces, si se incuban todas 
las series de tubos de J.as distintas diluciones, después de 
un tiempo suficiente podrá observarse enturbiamiento en 
todos los casos a excepci6n de aquéllos que no hayan recibi
do ninguna célula. 
De hecho, en estas diluciones la probabilidad de que no haya 

ninguna célula en la aJ.icuota considerada será: 

p (O) Número de tubos sin crecimiento 
Número totai de tubos de la serie 



Esta probabilidad viene a su vez establecida por la llamada 
distribución de Poisson para l.a cual P (O) = e-m; "e" ea la 
base de los l.oga.ritmos neperianos y "m" es el NM.P de células 
en la alicuata contenida en la dilución considerada con 
tubos positivos y negativos. Por lo tanto como P (O) puede 
ser determinado experimental.mente, el. valor promedio será: 

m == ln P (O). 

Para valores de "m" muy pequefios, próximos a la unidad, de 
acuerdo con la distribución de Poísson, la probabilidad de 
que cada tubo reci a cero célu1as es de e-m, la de que 
reciba l. sola célula será: m • e-m 

l.a de que reciba 2: -m • e 
2 

l. ! 

y la de que reciba n células será: Tfll- • e-m 

n 

la media de la proporción de tubos que reciben una o más 
céluJ.as es l - e-m y de ellos l.a fracción: 

m • e-m 

l-e-m 

es la que recibirá probablemente una sol.a célula. Esta prob,!! 
bilidad disminuye rápidamente a medida que aumente "m". 
El NMP de bacterias vivas se obtiene calculando el niiinero 
que con más probabilidad hubiese dado la combinación de tubos 
claros y turbios observauos. Este cálculo puede evitarse si 
se planea el experimento de tal forma que se adapte a un 
esquema en el que previamente se han calculado loa resultados 
más probables. 
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Existen tablas alaboradas para este fin que contienen sola
mente combinaciones de resultados que aparecen con más fr~ 
cuencia y tienen significado estadístico. Las combimaciones 
imposibles se eliminan. También se han construido tablas 
del NMP que llevan calculado el error estándar y un límite 
de confianza del 95·:>:. Por este método la máxima precisión 
se obtiene cuando m :: 1.6 en la dilución que se utiliza para 
el cálculo, que corresponda aproximadamente a la dilución 
en la que la mitad de los tubos resulten turbios y la mitad 
claros. Si la combinación de tubos positivos y negativos no 
se expresa en la tabla, se recomienda repetir el ensayo a 
partir de la muestra original; si no hay muestra original, 
el NMP se obtiene por a~roximaci6n a la combinación más 
parecida. En las tablas 1 y 2 se sei'l.alan algunos de los 
modelos de tablas que existen para el cálculo del NMP (1,18, 
48). 
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Tabla l. Este modelo muestra la tabla para el cálculo del 
NMP por ml de muestrn para ensayos de col.imetria recomenda-
da por la legislación aspaffoJ.a. En este método se utiliza 
1lil tubo inoculado con 50 ml, 5 tubos con 10 mJ., y 5 tubos 
con J. ml. 

l. tubo C.on 5 tubos co.., 5. tubos """' NMP Límite Lím.i te 

50 ~-- 10 ml l_!!_ i~!!?!!2r_:_suEer!2!:-

o o ]. 1 0.5 4 
o o 2 2 0.5 6 

o l o l. 0.5 4 

o l. ]. 2 0.5 6 

o 2 o 2 0.5 6 

o 2 l. 3 0.5 8 

o 3 2 4 0.5 l.l. 

o 3 o 3 0.5 8 

o 4 o 5 0.5 13 
l. o o 'l. 0.5 4 
l. o 3 6 0.5 15 
l. l. o 3 0.5 8 
]. ]. ]. 5 0.5 ~ 13 
l. 2 o 5 0.5 13 
l. 2 ]. 7 ]. 17 
l. 2 2 l.O 3 23 
]. 3 o 8 2 l.9 
]. 3 l. l.l. 3 26 

l. 4 o l.3 4 31 
l. 4 ]. 17 5 47 
l. 4 2 22 7 69 
]. 4 3 28 9 85 
l. 4 4 23 l.2 l.Ol. 
l. 4 5 43 l.5 l.17 
]. 5 o 24 8 75 
]. 5 l. 35 l.2 l.OJ. 
]. 5 2 54 l.O 100 
l. 5 3 92 27 217 
l. 5 4 161 39 150 
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~abla 2. Esta modelo muestra la tabla para el cálculo del 
IOlP por mJ. de muestra para el .ensayo de co1imetrla recomen
dad ·o por la 1eg:1.slaci6n norteamericana. En este método seuti 
liza.o 5 tuboe con 10 mJ.,5 tubos con l ml y cinco -
tuboe con O.l m1 de muestra de agua. 

Lim:i.te -•- ,, 
HWll. de tubos mfi> cozd'iábie Nuw de tubos NMP L..1.mite 

~oeitivos por ~e g5%' positivos por confiable 
- Iñi' -- 100 di. 

5¡ 51 5¡ 100 sup 51 51 51 mJ. de 95,.. 
10 mi"'1m10.1 ml 10 ... 1í'lrn10.1 :Ini'. Sup. 

o o 
o o 
o 1 

o 2 

1 o 
1 o 
1 l 

1 l 

1 2 

2 

2 
2 

2 
2 

2 

o 
o 
l 

l 

2 

3 

3 o 
3 o 
3 l 

4 l 
4 l 
4 l 
4 2 

o 
1 

o 
o 

o 
1 

o 
1 

o 

o 
l 

o 
l 

o 
o 

o 
1 
o 

o 
1 

2 

o 

2· 

2 0.5 7 4 
2 0.5 7 4 
4 0.5 l.l 4 

2 0.5 7 
4 0.5 11 5 
4 0.5 11 5 
6 0.5 15 5 
6 0.5 15 5 

5 
7 
7 
9 
9 

l.2 

0.5 13 
l 17 
l 17 
2 21 
2 21 
3 28 

8 1 
11 2 

11 2 

17 5 

21 7 
26 9 
22 7 

19 
25 
25 

46 

63 
78 
67 

5 

5 
5 
5 
5 

5 

5 

5 

5 
5 
5 

22 

2 

3 
3 

o 
o 
o 
l 

l 

2 

2 

2 

3 

3 

3 

5 

5 
5 
5 

l 

o 
l 

26 9 
27 9 
33 ll 

78 
80 
93 

o 23 70 
1 31 11 89 
2 43 15 110 
o 33 11 93 

2 

o 
1 
2 

o 

63 21 

49 17 
70 23 
94 28 
79 25 

2 140 37 

3 180 44 

150 

130 
170 
220 
190 

340 

500 

2 540 180 1400 

3 920 300 3200 
4 1600 640 5800 
5 2400 
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a. Prueba presuntiva 

l) Agitar la muestra original e inocuJ.ar porciones de 
10 ml de la muestra en tres tubos conteniendo 10 ml de 
ca1do lactosado, preparadoe al doble de eu concentraci6n 
normal. Tambi6n se deben inocu1ar 1.0 ml y 0.1 ml de la mi!!. 
ma muestra de agua en dos series de tres tubos cada \llla con 
caldo lactoaado preparados a una concentraci6n normal. 

2) Incubar a 37ºc durante 24 y 48 horas. 
3)0bservar a las 24 y 48 horas. La presencia de gas en 

cualquier tubo a lae 24, se considera como una prueba pre~ 
auntiva positiva. La formación de gas deepu~s de las 48 
horas se considera como una prueba presuntiva negativa, ver 
la :ti.gura 7. 
b. Prueba confi.rmativa 
Esta prueba utiliza como fuente de i.n6cul.o a todos los tubos 
de :f'ermentaci.ón con cal.do lactos do que manifestaron l.e. 

presenci.a de gas a las 24 horas. 
La reinoculaci.ón de los tubos posi.ti.vos de la prueba 
presuntiva se lleva a cabo en agar eosina azul de met:1.leno 
(EMB) y en caldo lactosado bilis verde brillante (CLBVB). 
Cada tubo ea sembrado en dos placas de E!!B y en dos de 

CLBVB. 
Las placas son se~br:ldas por estria y loe tubos pbr la 
simple trans:f'erenci.a de una o vari.ae asadas del in6culo al. 

medio de CLBVB. 
En esta prueba el medio de EMB puede ser sustitu:l.do por el 

medio de Endo (X-Endo). 
Las placas y loa tubos oculadoe son incubados a 37º0 
durante 24 horas. Si al final de la incubaci6n se observa la 
producción de gas en los tubos; entonces el ensayo se 
considera como una prueba confinna.tiva positiva. 
De la m:Lsma manera, si en las plac s de EMB aparecen 
colonias rojas, pequeñas y oscuras, con centro negro y con 
bri.llo met~li.co, estas coloni.as son características de 
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··- 111Ueetra de e.gua 
100 original 
ml O.l m1 

1 
10 

1 
mJ.

1 
'-¡¡,__ __ ~1,...l_m~?---., 1 

: 
1 

yy~ gyy~~~ 
l. 23 4 56 789 

10 ml de caldo 10 ml de caldo l.ac 
l.actoaado a do toaado a concentra 

1 bl.e concentración cidn eimpl.e - 1 
todog loa tub~e se ponen a incubación 
a 37 e durante 24 y 48 hora.e. 

l. 4 8 
tubos positivos de l.a prueba 

'Oreeuntiva 

tu.boa con caldo lactosado bilis verde 
brillante inocu1adoa con muestra de tubos 
noaitivos prgsun.tivos 

p 
R 
u 
E 
B 
A 

p 
R 
u 
E 
B 
A 

Ob1 0b.O'b 
placas con agar EMB sembradas por estr!a con 
muestra positiva de los tuboe de la pruesa coB 
fírmativa. Las placas son incubadas a 37 e durante 
24 horas. 

Figura 7. Procedimiento general del análisis 
bacteriológico de coliformes en una muestra 
de a.gua. 
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Escherichia; si además de ástas o en su lugar aparecen otras 
de color rosáceo, con centros oscuros, grandes y mucoides 
caracterís~icas de las bacterias del gánero Enterobacter, 
entonces el ensayo se considera como una prueba confirmativa 
positiva por la presencia de microorganismos coli-aer6genos, 
ver figura 7. 
c. Prueba completa 
Esta prueba consiste en: 

1) La reinocuJ.aci6n de las colonias típicas de colifor
mes aer6genos, desarrolladas en EMB, a dos tubos de caldo 
lactosado y 

2) La resiembra de los tubos CLBVB que produjeron gas a 
dos placas de EMB. La resiembra de estas placas es por 
estía. 
La formaci6n de gas en los tubos de caldo lactosado desuuás 
de la incubaci6n permite considerar a la prueba completa 
como positiva. 
De la misma manera se aparecen en las placas de EMJ3 colonias 
pequefias y oscuras, on centro negro y con brillo metálico 
características del gánero Escherichia o si además de ástas 
aparecen otras de color rosáceo, con centros oscuros, 
grandes y mucoides características del gánero Enterobacter 
éntonces la prueba se considera como positiva y confirmativa 
de la presencia de organismos coli-aer6genos. 
El desarrollo de colonias típicas de Escherichia 6 de 
Entcrobacter en las placas de EMB corroboran la positividad 
de la prueba completa • 

La identificación de los microorganismos coliformes se lle
va a cabo mediante la co1oraci6n de Gram, ver figura 8. 
d. Coloraci6 .de Gram 

1) Las placas de agar EMB de la prueba completa que pre
senten coloniao típicas de coliformes son seleccionadas para 
llevar a cabo la identificaci6n. De las placas positivas se 
selecciona una colonia que este aielAda, y con una aguja de 
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~ 
C_J 
agar EllB 

con col.onias 
típicas de bacte 
rias col.i-aeroge 
nee 

tubo de CLBVB 
positivo de l.a 
prueba confirmativa 

A 

tubos con cal.do l.actosado 
biiis verde brbl1ante (CLBVB). 
incubados a 37 e durante 24 horas 

placas eonteniendo agar EMB 
inocu1adas del. tubo positiio 
con CLBVB e incubadas a 37 e 
durante 24 horas. 

.B e 
A= prueba positiva mostrando baci1os, de co1or rojo 
.Gramnegativas. 
B= prueba negativa si presenta bacterias redondas en cadena. 
C= prueba negativa si presenta baci-1os con co1or azu1. 
Figura 8. Prueba comp1eta que corrobora con l.a prueba confir 
mativa reconfirmando e identificando la presencia de co1ifo~ I 
mee. _____ . 
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inoculación estéril se transfiere una porción de la colonia 
a un portaobjetos limpio que contenga una gota de agua. 

destilada. 
2) La suspención es mezclada con la punta de la aguja,se 

extiende sobre el portaobjetos y posteriormente se deja 
secar al aire. 

3) Fijar el frotis por calentamiento suave y teñir. 
Técnica de tinci6n. 
1) Cubrir el frotis con una solución de cristal violeta 

al 2~ durante un minuto (ver reactivos). 
2) Después de este tiempo eliminar el exceso de colorante 

con agua corriente. 
3) La preparación es cubierta con una solución de yodo 

(ver reactivos) y se deja actuar el mordiente durante un 
minuto. 

4) Lavar con agua de la llave hasta que el disolvente 
fluya incoloro del portaobjetos. 

5) Lavar rápidamente con acetona o con una mezcla de par
tes iguales de acetona y alcohol. 

6) Teñir el frotis con el colorante de contraste, safran! 
na al 25~ (ver reactivos) durante 10 segundos. 

7) Eliminar el exceso de safranina con agua. 
8) Secar y observar al microscopio. La observaoi6n de 

bacilos teñidos de color r•:>jo ee considerada como una prueba 
positiva de la presencia de enterobacterias Gram-negativas. 
e. Reactivos utilizados en la coloración de Gram 
Colorante de cristal violeta. Esta solución contiene cristal 
violeta y oxalato de amonio. Se prepara a partir de dos sol~ 
ciones independientes. 
Solución A: 
cristal violeta 
alcohol etílico al 95% 
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Sol.uci6n B: 
oxalato de amonio 
agua destil.ada 

o.a g 

80 m1 
Mezcl.ar vol.iimenes igual.es de l.a sol.ución A y B. El. col.orante 
es almacenado durante 24 horas y después es pasado a trav~s 
de un papel. fil.tro. 
Sol.uci6n de yodo 
yodo 
yoduro de potasio 
agua destil.ada 

1 g 
2 g 

300 mJ. 
~riturar en un mortero el. yodo y el. yoduro de potasio y aña
dir agua poco a.poco hasta conseguir su disol.uci6n, al.macenar 
en una botel.l.a oscura. 
Col.orante de contraste: 
Sol.uci6n de safranina al. 25% en 
al.cohol. etil.ico al. 95~ l.O mJ. 
agua destil.ada l.O ml.. 

f. Formul.aci6n de medios de cul.tivo 
l.) Agar de Endo. Es un medio para aisl.amiento sel.ectivo 

de col.iformes y enterobacterias en general.. El. su1fito de 
sodio y l.a fucsina básica que contiene inhiben el. crecimiento 
de bacterias Gram-positivas. 
F6rmúJ.a en gramos por l.itro: 
peptona de carne 
fosfato dipotáeioo 
agar 
l.actosa 
sUl.fito de sodio 
fucsina básica 
agua destil.ada cbp 

pH final. 7.4 
Preparación: 

10.0 
3.5 

15.0 
l.0.0 

2.5 
0.5 

l.000 m1 

Suspender 41..5 g del. medio deshidratado en un l.itro de agua 
destilada. Cal.entar agitando frecuentemente y hervir durante 
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un minuto. Esterilizar a 121°C (15 lbs de presión) durante 
15 minutos. Una vez esterilizado enfriar a unos 40º- 45ºc y 
vaciar en cajas de petri. 
Loe gérmenes fermentadores de lactosa producen colonias ro
jas caracteristicas, con o sin brillo metálico, pudiendose 
presentar un enrojecimiento bien marcado del medio. En cam
bio las bacterias no fermentadoras de la lactosa como 
Salmonella y Shigella no cambian el co¡or del medio y son 
casi incoloras o de un color rosa pálido. Shigella eonnei, 
que fermenta lentamente la lactosa, puede producir colonias 
que al principio son claras, tornándose después en rosadas. 

2) Agar eosina azul de metileno (EMB), es un medio selec
tivo para la investigación y diferenciación de bacilos enté
ricos y microorganismos coliformes. 
Fórmula en gramos por litro: 
peptona de gelatina 
lactosa 
fosfato dipotásico 
agar 
eosina 
azul de metileno 
agua destilada cbp 

pH 7.1 
Preparaciónt 

10.000 
10.000 

2.000 
15.000 

0.400 
0.065 

1000 ml 

Suspender 37.5 g del medio deshidratado en un litro de agua, 

mezclar bien hasta obtener una suspensión uniforme. Calentar 
agitando frecuentemente. Hervir durante un minuto. Esterili
zar a 121°0 (15 lbs de presión) durante 15 minutos. El ags.r 
líquido estéril a 45ºc se agita suavemente antes de vaciar 
en cajas de petri. 

3) Agar nutritivo. Es un medio de uso general en el labo
ratorio, no selectivo y adecuado para el cultivo de micro11r
ganismos poco exigentes. 
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Fórmula en gramos por litro: 
peptona de gelatina 
extracto de carne de res 
a.gar 
agua destilada cbp 

pH 6.8 
Preparación: 

5.0 
3.0 

15.0 
1000 ml 

Suspender 23 g del medio deshidratado en un litro de agua. 
destilada. Remojar unos 15 min, mezclar y calentar a ebull,! 
ci6n de 1 a 2 min hasta disolver el producto. Distribuir y 
estirilizar a 121°C, durante 15 min. 

4) Caldo lactosado. Este medio es recomendado ~or la APHA 

y otras autoridades sanitarias para investigar la presencia 
de"coliformes en agua. 
Fórmula en gramos por litro: 
peptona de gelatina 
extracto de carne de res 
lactosa 
a.gua destilada cbp 

pH 6.9 
Preparación: 

5.0 
3.0 

1000 m1 

Suspender 13 g del mDdic deshidratado en un litro de agua 
destilada o si es necesario preparar más conc.entrádo en el 
medio. Disolver y distribuir en tubos de ensayo grandes • 
Esterilizar a 121ºc durante 15 min y enfriar lo más rápido 
posible. 

5) Caldo verde brillante bilis al 2%, es un medio de 
cultivo selectivo recomendado por el APHA para descubrir 
coliformes en el agua. 
Fórmula en gramos por litro: 
bilis de buey deshidratada 
lactosa 
peptona de galatina 
verde brillante 
a.gua. destilada cbp 
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Preparación: 
Suspender 40 g del medio deshidratado en un li·tro de agua 
agitando frecuentemente para disolver el producto. 
Distribuir volwnenes de 10 m1 en tubos de ensayo grandes, 
inocularlos por porciones de 1 m1 del producto de estudio. 
Para análizar porciones de 10 m1 del producto disolver 60 g 
del medio deshidratado en agua destilada y envasar en 
volrunenes de 20 ml. Esterilizar a 121°c durante 15 min. (l, 
4,5,8,14,16,19,39,40,42,48). 

IV Detección e identificación de Estrentococos en muestras 
de agua marina 

Los estreptococos son microorganismos que se encuentran 
habitualmente en el tracto intestinal del hombre y de los 
animales. Estos microorganismos son arrojados por las heces 
fecales y por esta razón pueden llegar a contaminar el mar 
cuando las aguas negras son vertidas sin tratamiento alguno, 
a las zonas costeras. La presencia de estos microorganismos 
en el agua de mar es considerada como una prueba de la 
contaminación del agua por heces fecales. 
Los estreptococos pueden sobrevivir más tiempo que los 
coliformee en soluciones con altas concentraciones de salee. 
Por esta razón su presencia ha sido fácilmente detectada en 
el agua de mar de las zonas costeras e incluso a grandes 
distancias de la costa (1,13,16,18,19,44,47,48,52,?3). 
La detección e identificación de estreptococos en aguas 
marinas complementa el análisis bacteriológico de la 
presencia de coliformes y corrobo:::-a la contaminación por 
heces fecales. 
a. Metodología y medios de cultivo 
El análisis bacteriológico para determinar la presencia de 
estreptococos en muestras de agua me.rina eo semejante al de 
los coliformes, consta de tres pruebas: presuntiva, 
confirmativa y completa. Sin embargo, loa medios de cultivo 
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utilizados en este ensayo son diferentes. Estos medios son: 
l) caldo glucosa y azida (AD), 2) caldo de azída y 
etilvioleta (EVA) y 3) placa de gelosa-esculina-azida (PSE). 

1) Caldo de glucosa y azida (AD) 

Fórmula: 
estracto de carne 
triptona o polipeptona 
glucosa (dextrosa) 
cloruro de sodio 
azida de sodio, NaN

3 
agua cbp 

4.5 g 

15.0 g 

7.5 g 

7.5 g 
0.2 g 

1 litro 
Disolver los ingredientes y distribuir vol~menes de 10 ml en 
tubos de ensayo, tapar y esterilizar en autoclave a 121ºC 

durante 15 min. El pH debe ser de 7.2 después de la 
esterilización. Cuando se inoculen 10 m1 de muestra de agua 
preparar el medio con doble concentración. 
2) Caldo de azida y etilvíoleta (EVA) 

Fórmula: 
triptona 20.0 g 
glucosa 5.0 g 

cloruro de sodio 5.0 g 

fosfato di básico de potasio, K2HPo4 2.7 g 

fosfato monobásico de potasio KH2Po4 2.7 ' g 

azida de sodio, NaN 3 0.40093 g 

violeta de etilo 0.00083 g 

agua cbp 1 litro 
Disolver los ingredientes y distribuir vol~enes de 10 m1 en 
tubos de ensayo, tapar y esterilizar en autoclave a 12lºC 
durante 15 min. El pH debe ser 7.0 después de la esteriliza

ción. 
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3) Geloaa-eaculina-azida (PSE) 
Fórmula: 

Geloaa selectiva Pfiaer para estreptococos (PSE) ó Gelosa
eaculina-azida 
peptona 
peptona B 
extracto de levadura 
bilis verde brillante 
cloruro de sodio 
citrato de sodio 
esculina 
citrato férrico amónico 
azida de sodio NnN

3 
agar 
agua cbp 

17.0 g 

3.0 g 

5.0 g 

10.0 g 

5.0 g 

1.0 g 

1.0 g 

0.5 g 

0.25 g 

15.0 g 

1 litro 
Mezclar loa ingredientes y esterilizar en autoclave a 121ºc 
durante 15 min. Distribuir volúmenes de 15 ml en cajas de 
petri estériles, dejar solidificar a tempera.tura a.mbiente y 

guardar las placas en forma invertida en refrigeración. 
El pH del medio debe ser de 7.1 

b. Prueba presuntiva 
Inicialmente ee homogeneiza la muestra de agua por agitación 

manual. Posteriormente se mezclan 10 m1 de la muestra origi
nal con 10 ml de caldo de glucosa azida (AD). Ver la figura 
9. Todos los tubos son incubados a 37ºc durante 48 horas; no 
obstante, es aconsejable realizar una observación a las 24 

horas de incubación. Los tubos ~ue presenten turbidez después 
del periodo de incubación se consideran como positivos e 
indican la posible presencia de estreptococos en la muestra 
de agua analizada. Con el fin de corroborar la presencia de 
estreptococos estos tubos son analizados para llevar a cabo 

la prueba confirmativa, ver la figura 9. 
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c. Prueba confirmativa 
Cada uno de los tubos positivos de la prueba presuntiva son 
inoculados en doe tubos que contengan 10 ml de caldo azida
violeta de etilo (EVA) y se incuban a 37ºc. Aquellos que 
presenten turbidez y sedimento de color rojo ladrillo son 
considerados como positivos. 
d. Prueba completa 
Decada uno de los tubos positivos de la prueba presuntiva, 
sembrar por estría en una placa de PSE o de gelosa escuJ.ina
azida. Incubar en posición invertida a 37ºc durante 24 horas. 
Las colonias que presenten color castaño-negras con halos de 
color café confirman la presencia de estreptococos fecales. 
Para la observación de estreptococos, .tomar con una aguja 
de in6cu1o estéril una colonia aislada y colocarla en un 
portaobjeto limpio para la co1oraci6n. Seguir las indicaci..2 
nea de la coloración de Gram. Sí se encuentran bacterias 
eefericas en forma de cadenas, entonces se muestra la presea 
cia de estreptococos Grampositivos. 

V. Preparación de muestras de moluscos para su análisis 
bacteriológico 
Inicial.mente se hace una descripción del aspecto general 
que presenta el tipo de moluscos que se va a analizar, se 
anotan también las condiciones en que fueron recibidos, el 
olor que despiden y la temperatura del agua donde se 
encontraban. Por ejemplo, si son ostras, estas se limpian y 
se enjuagan abundantemente; abrir las conchas con un cuchillo 
estéril y se colecta el líquido que contienen. Este líquido 
es diluido con una cantidad conocida de agua estéril que 
contenga cloruro de sodio al 2%. El líquido es utilizado 
directamente en el análisis bacteriológico para colifo:rmes y 

estreptococos. El análisis bacteriológico de este líquido es 
idéntico al descrito previamente para colifo:rmea y para 
estreptccocos, ver figuras 7 y 9. (1,4). 
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Figura 9. Procedimiento general del. anál.isis 
bacteriol.ógico de estreptococos en una mues
tra de agua. 



VI Bacteri~ enteropatógenas (Salmonella y Shigella) 
contaminadoras de a.guas costeras. 

Las enfermedades ga trointestinales agúdas representan una 
de las pricipales causas de muerte en el Mundo. En el 
periodo comprendido entre 1978 y 1970. se observaron tasas 
de mortalidad de 1400 a 2000 defunciones por millón de 
habitantes en Honduras, El Salvador y México (47). En loa 
continentes de Asia, Africa y América Latina la cantid.ad de 
nifios menores de cinco afios fallecidos en 1970 por ingerir 
alimentos o agua contaminada con SalinoneJ.la. Shigella y 
Eecherichia enterocolitica fue de 5 a 18 millones. En todos 
estos casos la principal fuente de contaminación del agua o 
de los alimentos fue el excremento intestinal huma.no o ani
mal. Las heces fecales de un .ndividuo portador de 
Salmonella puede J.l.egar a contener hasta lOJ.l bactc.rias por 
gramo de materia fecal. La cantidad de bacterias que se 
requieren para provocar la salmonelosie en el huma.no ea de 
105 a 107 (13,20). Si por cualqu:i.er circunstancia el excre
mento fecal de individuos infectados es vertido a las aguas 
costeras se incrementa la posibilidad de que la infecc:!.6n se 
propague rápidamente y se difunda, incluso a nucleos poblaci,2_ 
naJ.es más alejadas de la costa (28). 
Por esta raz6n es conveniente incluir en todo .análisis 
bacteriológico del agua de mar , las pruebas que sean neces~ 
rias para detectar a la brevedad posible, la presencia de 
estos microorganismos patógenos. 
Loa géneros Salmonella y Shigella pertenecen a la familia de 
las Enterobacteriáceas. Las bacterias de estos géneros son 
J.as principales causantes de las enfermedades gastrointesti
nales: la fiebre tifoidea y la desintería bacilar. Los 
miembros del género Salmonell.a eon resistentes a las bajas 
temperaturas y pueden sobrevivir aun en alimentos congelados. 
También son resistentes a las temperaturas altas (60-75ºC) y 
crecen aún en medios que contengan grandes concentraciones 
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de cloruro de sodio. Son capaces de sobrevivir en soluciones 
ácidas tales como de ácido acético al l()<Jt hasta 18 horas y 

permanecen viables durante varias semanas en el agua de los 
pozos. 
En las membranas de los moluscos como ostras y mejillones 
sobreviven hasta 15 días. 
Las bacterias del género Shigella pueden sobrevivir hasta 
15 días, encontrandose en objetos tales como vasijas, verd~ 
ras y frutas. ~ambién sobreviven en agua dulce hasta una 
semana, en agua de mar sobreviven poco tiem~o; sin embargo 
pueden contaminar a los moluscos penetrando en sus membra
nas de filtración y sobrevivir hasta 15 días (5,19,20,21,35, 
42 y 55). 
Los géneros bacterianos antes mencionados (Sa1mone11a y 
Shigella) pueden ser detectedoa y aisladas en mustras de 
agua de zonas costeras por medio de cultivos utilizados en 
los laboratorios de diagnóstico. Estos medios de cultivo son: 
Medios sólidos: Agar entérico Haktoen, Agar eosina y azul de 
metileno (EMB), Agar Ende, Aga.r XIJ), Agar Salmonella y 

Shigella (SS) y Agar verde brillante. 
Medios de enriquecimiento (liquido): Base de caldo tetratio
nato y caldo seleni~o y ciatina. 
Medios para identificación: Agar hierro y triple azucar (TSI), 
medio para registrar sulfuro de hidrógeno, indol y motilidad 
(SIM), Agar hierro y lisina (LIA), medio de MIO y Agar 
Citrato de Simmons (l,3,13,14,16,44), ver tabla 3 y 4 el 
desarrollo de las bacterias Eacherichia coli, Enterobacter 
aerogenes, Klebsiella sp, Salmonella tvphi y Shigella sp , y 
sus características típicas de colonias en medios de cultivo 
selectivos planos. Se muestra también un diagrama general 
para el aislamiento de Salmonella y Shigella en una muestra 
de agua, ver la figura le. 
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Pigura 10. Procedimiento general para el aislamiento de 
bacterias enteropat6genas en una muestra de Q.gUa. 
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Tabla 3. Aspecto de las colonias de microorganismos entéricos: 
géneros Escherichia, Enterobacter, Kl.ebsiella, Salmonella y 
Shigella, en medios selectivos planos 

lfeaTOé ñe Eecherichia Enterobacter Salmonella Shigella 
typhi cul.tivo coli IG.ebsiella 

Aga.r 

EMB 

Agar 

SS 

Agar 
sulfato 

' • de 
bismuto 

Planae, de Azul. claro, 
color púrpu- ocasionaJ.mente 
ra con brillccon brillo me-
metál.ico tálico en el 

centro depriiaj. 
do 

Incoloras, Pequeñas, 
tranaparen ~edondas, 
tes traneparen 

tea, inco
loras 

Inhibidas; Inh:l.bidaa; co- Incoloras; Incoloras 
pueden desa- ~onias blanco pueden te- transpa-
rrollarse co-6 crema, opa- ner un aa
mo grandes cae, grandes pecto toa-

colonias ºP.!! 
cae de color 
rosa 6 rojo 

tado, ros!!: 
do, amari
llo 

rentes de 
2a7mm 

Inhibidas; Inhibidas; co- Negras con Colonias 
grandes, re- loniae eleva- superficie inhibidas 
lucientes, d! das, mucoidez metálica 'lisas, br_! 
color marrón lenticulares rodeada por llantes, 
mu.coides zona marrón de color 
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Tabla 4. Aspecto de las colonias de microorganismos entéricos: 
géneroe Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Salmonella y 
Shigella, en medios selectivoe pis:aos. 

Medios de Escherichia Enterobacter Salmonella Shigelle. 
cultivo coli Xlebsiella typhi 

Agar Inhibidas; co- Elevadas colo- Colonias Colonias 
ni.as planas, nias mucoides planas roja!! transpare_!! 

XLD secas, de co- de col.or lim6D con grandes tes, rode~ 
lor amarillo zona opaca centros ne- das de una 
lim6n. Zona amarilla en eJ groe;brilla~ zona roja 
amarilla opaca agar circundS;!: tes; zona tranepare_a 
en el. agar ci.!: te roja clara te en el 
cundan te en el agar agar 

circundante 

Inhibidas; pu~ Igual que Azul a azul Verdes; la Aga:t' 
para den reeu.ltar E. coJ.i !verde y ve.- periferia 

entéricos de coJ.or narB!J ría en tama- de las col._2 
de ja brillante a flo. Los pro- nias con fr~ 

Hektoen aalm6n rosado ductores de cuencia me.-
SH2 poseen yor que la 
centro e ne- porción cea 
gros tral. 
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