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OBJETIVO

El obJletivo principal de este trabajo fue, reunir las
técnicas necesarias pars hacer andlisis de las muestras de
las aguas costeras, que pudieran estar contaminadas por
enterobacterias patégenas procedentes de las heces fecsles
de individuos infectados e introducidas a los mares por
medio de las aguas residusles originadas de poblaciones
cercanas a las costas,

Las enterobacterias son las principales causantes de
enfermedades gastrointestinales en el Mundo, por esta razdén,
su deteceidén e identificacidén en las aguas costeras servirdn
como una medida preventiva contra la contaminazcidn y se
evitard la adquisicidn de este tipo de enfermedades que en
algunos casos llegan a causar hasta ocasionar la muerte.

Este trabajo también se elabord con el propésito de ser
ugado por el personal de la Secclén de Bacteriologia de
Investigaciones Oceanogrdficas y el de la Direccidén de
Prevencién de la Contaminacién Marina dependientes de la
Direccidn General de Oceanografi{a NRaval de la Secretaris de
Marina, que realizan investigaciones en este campo y que no
cuentan con un manuzl gque reuna estas técnicas.




I INTRODUCCION.

1) Las aguas costeras
Las aguas costeras son las de la orilla del mar contiguas a
la Tierra firme ¥y que se encuentran sobre la plataformsa
continental.
El grupo GESAMP (Group of Expert on the Scientific Aspect
of Merine Pollution, FAO. 1976-~1980) definid nor aguas cos-
teras & aquéllas que presentan une saliniﬁad mayor de o.5%,
¥ que se extieden hasta la orilla de la plataforma continen
t2l (55).
Las aguas de la costa, que constituyen la llamada zona cos-—
tera, representan un porcentaje Infimo de las extenciones
continentales, 1la superficie de log estuarios, de las lagu-~
nas saladas, de las tierras bajas y pantenosas.
La plataforms 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 nexdtica. La zona lito-
ral es la mds afectada por las mareas y la que recibe luz
solar en cantidades suficientes para que puedan desarrollar
se perfectamente los vegetales y los animales fijos en el
fondo; la zonz neritica 4 también llamada sudblitoral es la
mds profunda y por lo mismo la penetracién 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 unenj; su linea de demarcacidén puede ser rocosa,
arenoss o puede ser cortada bruscamente o bien puede posecer
un declive gque va acentuandose hasta alcanzar una profundi-
daed de 200 m. Generalmente li luz soler penetra hasta los
cien metros de profundidad; no obstante en las aguas trans—
parentes de los trépicos su penetracién es mucho meyor (11,
30, 34). )
Las zonas costeras son de importancia para el ser humano de-
bido & sus caracteristicas biolégicas, a su potencialidaad

econdémica ¥y su utilidad recreativa.
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Figura Num. 1 . Principales Zonas Haritimas

la Zona costera es la de mayor importancia para
el hombre, por ls gran diversidad de especles
animales y vegetrles gque ahi se reproducen, por
lo» organismos de consumo alimenticio y por su,
utilidad recreativa. Pero tembién es 18 zona

méds perturbade a causa de los desechos contami-
nantes de origen doméstico e industrial,



Estudios hechos en los Ultimos afios han indicado que las
aguas costeras cercanas a las playas, han mostrado un aumen
to en su contaminacién quimica y microbiolégica poniendo en
peligro la salud de los usuarios de estas zonas (15,21,24.
25,26,27,37,48,53,55).

2) Contaminacién de lag aguas cogteras por Fnterobacterias
lLas Enterobacterias constituyen una familia de bacilos Gram
negatives, no esporulados, que carecen de'oxidasa, reducen
los nitratos a nitritos, fermentan la glucosa con o sin pro
duccidén de gas, son méviles 6 inmoviles, crecen muy bien en
medios simples y son anaeroblos facultativos. La familia de
las enterobacterifceas incluye 12 génercs: Egcherichia,
Edwardgiella, Citrobacter, Salmonella, Shigella, Klebsiella,
Enterobacter, Afnia, Serratia, Proteus, Erwinia y Yersinia .
Algunos microorganismos de estos géneros se encuentran for-
mando parte @ 1a flora del intestino de los vertebrados.
Otros se comportan como sapré6fitos o bien pueden infectar a
ciertas plantas (1,2,4,5,13.14,16,18,42).

A todos los reprementantes de la familia de las enterobacte
rias se les conoce con el término de baclilos entéricos. Los
&éneros se consideran como los principales causantes de la
patologfa intestinal (4,5,13,14,35).

Los gérneros que contaeminan principelmente les egues costeras
son Escherichia, Salmonella, Shigella y los del género de
estreptococoes; bajo ciertas condiciones pueden sobrevivir
en el agua de mar hasta 15 dfas (2,5,7,17,21,24,25,32,37,42,
52,55).

Los estudios realizados con respecioc a 1la viabilidad de las
bacterias entéricas en el sgua de mar hen evidenciado que,
las bacterias de la fiebre tifoidea pueden permanecer
viables durante cinco semanas en agua de albaf#ial y en

contacto con el agua de mar entre dos y doce semanas,
Escherichia coli muestra une mortalidad del 90% a las 30
horas en agua de mar colecta%a durante los meses de verano




¥ en general el 80X de todas les bacterias indfgenas del
agua de albafial, mueren en una hora al ponerse en contacto
con el agua de mar (5,8,20,35,47,55).

Existen evidencias de que la mayoria de las bacterias
coliformes no sobreviven muicho tiempo fuera de su hospedero
v mueren cuando son incorporadas a las aguas salinas. Sin
embargo, permanecen viables por mucho tiempo cusndo se
encuentran en presencia de meteria orgénita o en abundante
agua dulce. Rara vez ge les ha detectado en el mar ebierto
debido a gque la diluciédn 2 que estdn sujetas disminuye la
poblacién bacteriana (20,21,23,26,27,32,47).

"En términos generales la presencias de bacterias coliformes
en aguas marinas constituye une indicacidn de contaminacién,
pero este grupo de bacterias no es el dnico indicador,
exliste otro grupo que es el de los estreptococos fecales que
Junto con las bacterias coliformes, estd siendo usado por
elgunas legislaclones sanitariss, No obstante, los estrepto-
cocos fecales no deben ser utilizados como cxiteria primario
debido a que es escasa su especificlidad por que no se pueden
distinguir entre los estreptococos procedentes del hombre,
los de los enimales de sesngre caliente y los de plantas e
insectos, lo gque puede conducir z pruebas falsas, pero es
4til el registro de estreptocococos como un suplemento & las
pruebas de coliformes (55).

La cantidad permitide de bacterias para las aguas marinas
cercanas a la playa es de 240 a 2400 becterias por 100 ml.,
esta cantidad es de 2.4 X 102 veces mayor que la permitida
para el agua potable (1,18,23,24,33,48,50,53,55).

Las aguas costeras reciben descargas de aguas negras que no
solemente contienen grandes cantidades de heces fecales,
s8ino ademds desperdicios de toda indole procedentes de las
industrias y materia orgédnica proveniente fundamentalmente
de las fdvricas procesadoras de alimentos, lo cual ha condu-
cido un aumento en el nimero y en la variedad de organismos



patégenos como los virus, hongos, protozoarios (amibas),
helmintos y bacterias (1,17,17,21,37,26).

Zobell determind gue el flujo diario de aguas negras en el
Océano Pacifico a lo largo de la costa occidental de los
Estados Unidos, contiene una poblacidén de 2X1O18 bacterias
coliformes; estos microorgznismos se distribuyen a lo largo
de la plataforma continental a una profundidaed aproximada de
100 m y alcanzen una concentracidén de 50 ﬁacterias por ml
(26,27).

En el siglo pasado, toda uwna serie de eplidemias en cadena

de fiebre tifoidea, célera y desinteria fueron consecutivas
a la introduccidén de aguas contaminadas a las regservas de
agua potable en cludades y pueblos. Una de las epidemias
méds conocidas y femosas fue la de la fiebre tifoidea que se
presenté en las ciudades de Nueva York, Chicago y Washington
durante todo el otofio de 1924 y principios de 1925 y que

fue ocagionada por el consumo d ostras crudas recogidas de
aguas contaminadas por aguss residuales (1,4,7,19,21,23,25,
32,33,37,51,55).

Estudios realizados por la Organizacién Hundial de la Salwnd
han permitido calcular que la poblacién mundial afectada por
enfermedades infecclosas ocasionadas por la contaminacién
bacteriana del agua asciende a 500 millones de personas. De
esos gquinientos millones, 5 millones mueren a causa de esta
enfermedad antes de cumplir 5 =afos (1,19,32,47,53).



II Obtencidén de la muestra

La recabecién de la muestra representa el primer pasgo ana-
1{tico en la realizacién de un estudio especifico o deter-
minado. E1 muegtreo consiste en la separacién de una frac-
cidén de muestra que sea representativa del volumen é de 1z
masa del cuerpo que se desea andlizar. En el caso especifi-
co del andlisis de agua marina, la muestra debe colectarse
" en frascos limpios estériles de 100 ml de capacidad, de
boca ancha, de vidrio, o de pldstico y resistentes sl ca-
lor, ver figura 2. Dependiendo del contenido de cloro en la
muestra deben afiadirse previemente a cada frasco 1lml de
solucidén de tiosulfato de sodio 0.0l N con el fin de eviter
la accidén bactericida del cloro (49,50).

Los sitios de muestreo incluyen a las bahfas, los estuarios,
las playas con frente océanico, las lagunas costeras y los
r{os con desembocadura al mar.

En 1la seleccién del gitio exacto para el muestreo deben
considerarse laa fuentes de contaminacidén, el cawmdadal, la
velocidad de la corriente, le dilucidén por corrientes rami-
ficadas , los cambios en la topografia y el declive del
cuerpo de agua con el fin de que las muesiras sean represen
tativas de las condiciones gque existen en el punto y 12 ho-
rs en que se toman (1,49,50,55). '

En el caso de que existan descargas de aguas residuales al
mar, las muestrags deberan tomarse antes, durante y después
del méximo de estas descargas con el fin de tener una idea
de 1la contaminacién bacterisne y de las variaciones que és—
ta experimenta con las descargas. El ndmero de muestras a
tomer, dependerd principalmente de:

a) la cantidad de descargas en el drea de estudio

b) la distancia entre los tubos de descarga

c) el contenido de bacterias en los vertimientos

d) la situacidén geogrdfica del drea de estudio.
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Pigura 2. Recipientes que se utilizan en 1la toma de
muestra,

1. FPrasco de vidrio o de pldstico con tapén de roscs
2. Frasco de vidrio con tapén esmerilszdo

3. Bolsa de pldstico con cierre hermético.



En ceasos especiales como por ejemplo cuando se trata de

investigar las variaciones que experimenta la contaminsciédn
' bacterisna de una zone costera durante una determinada es-
tacién del ado, entonces se hard un programa previamente
esteblecido en el que se especifique cudntas vecez Bl dfa,
que dfas y durante cudnto tiempo se tomaran las muestras.
La transportacién del personal y del equipo de muestreo,
debe realizarse en una lancha ballenera o6.blen en un bote
salvavidas,
Las ruestros deberdn tomarse con la mano por medioc de un
frasco de vidrioc 6 de pldstico. Se introduce el frasco en
contra corriente y se deja que se llene de agua (ver figu-
ra 3), una vez lleno se tapa y se sace del agua, se elimi-
na una porcidn del ague con el fin de gque quede un espacio
para poder homoganizar la muestra de agua al momento del
andlisis. Taper perfectamente el frasco y etiquetarlo ano-
tando la sigulente informacidn:
1) feche y hora de muestreo
2) temperatura del agua
3) profundidad & la cual fue tomeda la maestra
4) localizacibén geogrédfica del sitio de muestreo
5) sl se juzga pertinente, debe agregarse la informacién
que sea necesaria.
Cuando se reguiera tomar muestras a uné profundidad mayor
de 30 cm dec la superficie; se recomienda utilizar el mues-
treador bacterioldgico de J% ZOBELL, o también el muestrea
dor de agua con liberador de tapén de forma de canastilla
(ver figuras 4 y 5).
El muestreador de Zobell tiene un marco de metal, mensajero
de metal pesado, tubo de vidrio selladoc y unido & un tubo
de hule y dos frascos de vidrio de 350 ml esterilizedos. El
muegtreador se introduce a la profundidad deseada, se suel~
ta el menszjero gue rompe el tubo de vidrio y al romperse
permite la entrada del agua al frasco.

9



Pigura 3. Toma de muestra de agua
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Pigura 4. Muestreador bacteriolédgico JZ ZOBELL para
utilizarse a mds de 300 m de profundidad.
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Figura 5. Huestreador bacteriocldgico de forma de
canastilla para utilizarse en la tomsa de muestrs
de agua a mds de 300 m de profundidad.
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E1 muestreador de agua con liberador de tapén es mds senci=
llo; consta de una canastilla metdlica de cobre y acero
inoxidable resistente a la corrosidén, tiene un molo frasco
de 500 ml con tafén esmerilado, dicho frasco se sujetza por
el cuello y el tapén tiene una cubierta o sujetador también
metdlica unida a un cable de acero el que sirve para jalar
el tapén y permitir la entrada del agua z la profundided
deseadn, ver figura 5. ,

Ademds de la obtencidén de la muestra de agua marina, exis—
ten algunoa organismos cue podrian ser utilizados como indi
cadores de contaminacién bacterisna; Bstos gon” los:tholiisces
tales como las osiras, los mejillones, las almejas, etc.,
que poseen un sistema eficiente de filtracién de zgua. En
esta agua filtrada estdn suspendidos innumerables microor-
ganismos ., Entre esos microorzanismos podrian estar las
bacterias entéricas patégenans. Esta es la razén por la que
se debe muestrear & los moluscos,pars incluirlos en los
andlisis bacterioclégicos.

Para la colecta de moluscos, es recomendable llevar guentes
de cuero, cajas de cartén parafinadoy bolgas de pldstico
limpias. En zlgunos casos en que los moluscos se encuentren
aderidos a las rocas o dentro de los sedimentos, se pueden
utilizar tenazss manuales, rejillas,; pala azadora, pico de
geblogo, cubetas y tamices.

Las muestres deben ser colocadss inmedistamente en hielo ¥
trasladarse al lzboratorio para su andlisis; las muestras
debersn permanecer en refrigeracién hasta el momentd deél”
andlisis.

IIXI Pruebas de laboratorio pera la deteccién de bacterias
L ... toliformes en muestras de agua marins )

Los coliformes son un..gruvo de la familia de las enterobac-
terias que incluye a los géneros Escherichia, Enterobacter.
¥ EKlebgiella. Bstas bacterias poseen varias caracteristicas
en comin con los géneros Salmonella ¥y Shigella; no obstante

13




existe una diferencia bioquimice que los distingue: los
coliformes fermentan la lactosa con produccidn de dcido y
gas en 24 hores, mientras que Salmonella y Shigells no fex
mentan la lactosa. Existen sin embargo otras bacterias que
también hidrolizan la lectosa con produccién de gas y po-—
drfan enmascarar la presencia de coliformes. Por esta ra-
z6n Be deben realizar otros estudios que permitan identifi
carlos y diferenciarlos de otras bacterims que podrian es-—
tar presentes en la muestra de agua. En términcs generales
el anilisis bacteriolégico del agua de mar que se realiza
con el fin de detectar la presencie de coliformes, consis-~
te de los siguientes pasos:

1. Recuento en placa

2. Método de fermentacién de les tubos militiples

&) prueba presuntiva
b) prueba confirmativa
¢) Prueba completa

d) ocoloracién de Gram

1. Recuento en placa
Para llevar a cabo el recuento de bacterias, la muestra de-
be diluirse y sembrarse en place, incudbar y después de 1la
incubacién se cuenta el ndmero de colonias gue se han desa~
rrollado. Posteriormente se determina el mimero original de
bacterias multiplicando la cantidad de colonias desarrolla-
das por la dilucidén de la muestre (1,4,5,6,24,36,48).
Téenica:
1) La muestra de agua original se agite para obtener una
solucidén homogénea. Preparar diluclones seriadas de 1:10,
1:100 ¥y 1:1000. Un ml de la muestra de agua homogenelzads
es adicionado a8 un tubo de ensayo conteniendo 9 ml de zgua
estéril, mezclar y pasar de esta solucidén 1 ml a otro tubo
con 9 ml de agua estéril, mezcler, ' tomar finalmente otro
ml y pasarlo & un tubc conteniendo también 9 ml de agua
estéril, ver la figura 6.
2) Se vierte 1 ml de la muestra original y de cade dilucidén
i4
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Sienbra de la muestra original y laa dilucgones en cajas de
agar nutritivo invertidas e incubadas a 37°C durante 24 ho-
ras. La glembrz se hace por duplicado.

FPigurs 6. Recuento en placa; en este método se determi-
na el ndmero de bacterias desarrolladas en placas de
agar por diluciones 1:10, 1:100 y 1:1000 a parti¥ de la

muestra original. .

15



en sendas cajas de petri estériles debidamente rotuladas.
Sin dilucién se agrega, en cada caja, agar nutritivo fundido
¥ enfriliado a unos 40°¢ ¥y se mezcla con suaves movimientos de
inclinacién y rotacidén de la caja. Las cajas deberdn ser
preparadas por duplicado.

3) Se deja solidificar el agar, enseguida se invierten las
cajas y se incuban a 37°C durante 24 hores.

4) Se procede a conter el nidmero de colonias con la ayuda de
un lente de aumento. Unicamente se tomardn en cuenta las
placas en las que el nimero de colonias esté entre 30 y 300;
81 se cuentan 340 colonias en le placa con la mueatra
diluida 1:10; 45 colonias con la dilucidn 1:100 y & colonias
en la dilucidn 1:1000, el nimero de colonias por ml de agua
gin diluir serd de 4600, para este ejemplo:

6 X 1000 = 6000
45 X 100 = 4500
340 X 10  =_3400 13900 _ sg00
13900 3

© 16



2) Método de fermentacidén en tubos miltiples

La cantidad 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 microorgznismos al microscopio tiene la ventaja
de incluir en la cuenta a los micoorganismos vivos y 2 los
muertos. En cambio la evaluacidn en placa-y la del ndmero
mis probable sélo toman en cuenta a los microorganismos
vivos.

La determinacidén de la cantidad de microorganismos por el
método del nimero mds probable (NMP) proporciona una
estimacién de los micr organismos vivos existentes en una
muestra. Bs un concepto estadistico derivado de la teorfa de
probabilidades aplicable a la cuantificacilédn de microorgenis
mos bajo ciertas condiciones imprecindibies para el uso de
ésta teorfa, cuyas bases gon: 1) Los mieroorgenismos se
distribuyen homogenéamente y al acar en el medio que los
contiene. 2) Alicuotas iguales de la muestra contendr#dn
igual ntmero de cédlulas. 3} Las células se comportan como
entidades independientes. El1 método perderd exactitud si se
presentan agruraciones celulares. 4) En caso de que se en—
cuentre ura sola célula, el medio de cultivo empleado permi-
tird detecteria en funcién de su crecimiento.

La metodologfa ideal para la determinacidén del KMP estd
basada en la eleccidn de una serie de diluciones de la
muestra problema que manifiesten crecimiento (tubos positivos)
¥ en los tubos de cultivo que contengan las dilucliones més
altas ausencia de crecimiento (tubos negativos). Si no se
posee un valor presuntivo de la poblacidén de microorganismos
que se encuentran en la muestra por analizar es recomendable
entonces aumentar el nidmero de diluciones seriadas a efectos
de permitir une correcta determinacién del niimero mds

probable.
17



Habituaslmente se inoculsn de tres a cince tubos con la misma

dilucidn de un banco de diluciones decimales de la muestra.
Ovviamente, los limites de confianza aon mds precisos a

medida gue zuments el nlimero de tubos sembrados por cada

dilucidén. Ho obstente, es conveniente insistir que el WMP no

proporciona un valor precisc sino una estimacién aproximsda
de la pobl=zmcién de microorganismos contenidos en une mestra.
Por ejemplo, cuando la poblacidén de organismos es muy eleva-
da el recuento en placa supera en precisidén a este método;
en cambio, en muestras con poblaciones bajas (menos de 10
células por gremo o ml) el método del KMP es mds eficaz.

El concepto desarrollado en los parrafcs anteriores tiene
una traduccidn prédctica en el andlisis bacteriolégico del
agua, De una muestra por analizar cuyo NMP de células/ml se
dezconosca pueden prepararse diluciones suceslivas de cuelgul
er orden. Si de cada dilucidn se siembra una serie de tubos
de cultivo por duplicado llegamos finalmente & una dilucidn
en la que algunos tubos habrdn recibido una o pocss células
¥ otrog gque no habrdn recibido ninguna. Esto podrd ser
facilmente detectable si las diluciones se han practicade
gobre un medio de cultivo asdecusdo 4 bién si se lleva 8 este
medio uma alicunota de las mismas. De hecho ambas cogas son
conceptualmente equivalentes. Entwoncces, si se incuban todas
lag series de tubosm de las distintas diluciones, después Ge
un tiempo suficiente podrd ohservarse enturbismiento en

todos los casos a excepclidén de aquéllos gue no hayan recihi-
do ninguna célula.

De hecho, en esias diluciones la probabilidad de gue no haya

ninguna eélula en la alficuota considerade serd:

P (0) = Nimero de tubos sin crecimiento
Ndmero total de tubos de la serie
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Esta probabilidad viene a su vez establecida por la llamada
distribucién de Poisson para la cual P (0) = e ™®; ne" eg 1a
base de los logaritmos neperianocs y "m" es el NMP de células
en la alficuata contenida en la dilucién considerada con
tubos positivos y negativos. Por lo tanto como P (0) puede
ger determinedo experimentalmente, el valor promedio serd:

m=1nP (0).

Para valores de "m" muy pequefios, préximos a la unidzd, de
acuerdo con la distribucién de Poisson, la probabilidad de
que cada tubo reci a cero célulag es de e
reciba 1 sola eélula serd: m . e~ %

1t

s la de gque

la de que reciba 2: _m° -

- o

2

y 12 de gue recibe n células serf: m » e >

1la media de la proporcidn de tubos que reciben una o més
células es 1 - e™ = y de elios la fraccidn:
m. e @

l-e B

es la que recibird probablemente une sola célula. Esta proba
bilidad disminuye rdpidamente a medida que aumente "m".
E1l NMP de bacterias vivas se cbtlene calculando el nimero
que con mds probabilidad hubiese dado la combinacidén de tubos
claros y turbios observados. Este cdlculo puede evitarse si
se planez el experimento de tal forma gque se adapte a un
esquema en el que previamente se han calculado los resultados
mds probables.
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Existen tablas alaboradas para este fin que contienen solg-
mente combinaciones de resultados gue aparecen con mds fre
cuencia y tienen significado estadistico. Las combimaciones
imposibles se eliminan. Tembién se han construido tablas
del NMP que llevan calculado el error estédndar y un limite
de confianza del 95%. Por este método la médxima precisidn
se obtiene cuando m = 1,6 en la dilucidn que se utiliza para
el c#dlculo, que corresponda aproximadamente a la dilucidn
en la que la mitad de los tubos resulten turbiocs y la mitad
claros. 3i 1la combinacidén de tubos posltivos y negativos no
se expresa en la tabla, se recomienda repetir el emnsayo a
partir de la muestra original; si no hay muestra originel,
el NMP se obtiene por aproximacién a la combinacidén mds
parecida. En las tablas 1 y 2 se sefialan algunos de los
modelos de tablas que exismten para el cdlculo del NMP (1,18,
48).
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Pabla 1. Este modelo muestra la tabla para el calculo del
NMP por ml de muestre para ensayos de colimetria recomenda—
de por la legislacién espafiola. En este método se utiliza
an tubo inoculedo con 50 ml, 5 tubos con 10 ml, y 5 tubos
con 1 ml.

1 tubo conm 5 tubOS <on 5.ftubos won NMP Limite TLimite

50 ml 10 ml 1l ml inferioér - superior
0 o} 1 1 0.5 4
o s} 2 2 0.5 6
0 1 0 1 0.5 4
o] 1 1 2 ‘0.5 6
o 2 (s} 2 0.5 6
o 2 1 3 0.5 8
0 3 2 4 0.5 11
o 3 0 3 0.5 8
0 4 0 5 0.5 13
1 0 0 1 0.5 4
1 (o] 3 6 0.5 15
1 1 0 3 0.5 8
1 1 1 5 0.5 1313
1 2 o} 5 0.5 13
1 2 1 7 1 17
1 2 2 10 3 23
1 3 Q 8 2 19
1 3 1 11 3 26
1 4 0 13 4 k3
1 4 1 17 5 47
1 4 2 22 T 69
1 4 3 28 Ej 85
1 4 4 23 12 101
1 4 5 43 15 117
1 5 o 24 8 75
1 5 1 35 12 101
1 S 2 54 1O 100
1 5 3 92 27 217
1 5 4 161 39 150

N
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Tabla 2. Esta modelo muestra la tabla para el cdlculo del
NMP por ml de muestrza para el ensayo de colimetria recomen-
dad o por la legislacién norteamericana. En este método seuti
11zan 5 tubos con 10 ml,5 tubos con 1 ml y cinco -
tubos con 0.1 ml de muestra de agua,

Ném. de tubos |NMP gi:;:éble Rim de tubos NMP |Limite |
omsitivos poride 95% positivos {gg confiable
5/ 5/ 5/ |MOTFTSE 5F 54 5/ |m |32 99%
10 m1~ m10.1 10 jm1l jn10.1 nf.| Sup.
olo o 2"
ofo 1 2 | 0.5 4af 2 1 {26 |9 78
o1 o 2|05 7 al| 3 o {2713 80
o2 0 4| o.sf11 4l 3 1 {33 |11 93
1o o 2 | 0.5 7
1|0 1 4| o.5012 s| of o (23 70
1|1 o 4l o.5/13 s| ol 1 3111 | B9
1|1 1 6 | o.s5l1s s| o 2 {43 {15 {110
1| 2 o 6 | 0.5{15 s{ 1 o {3311 93
2| o0 ) 51 0.513 5| 1 2 {63 |21 | 150
210 1 711 117
2|1 o 711 17 s} 2 o |49 |17 | 130
2| 1 1 92 |22 s| 2 1 |70 {23 | 170
2] 2 0 gj2 j22 5| 2 2 |94 |28 | 220
2| 3 o j12|3 {28 5| 3] o {79425 | 190
3| o o 811 {19 5| 3 2 | 140{37 | 340
3| o 1 (122 |25
31 1 o |12]2 {25 5| 3 3 | 180]44 | 500
4l 1 o |17|5 |46 5| 5 2 | 540|180}1400
4] 1 1 214 7 63 5 S 3 | 920| 300} 3200
4 1 2 26 9 78 5 5 4 (1600] 64015800
4 2 0 22 T 67 5 5 5 12400
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a. Prueba presuntiva

1) Agitar la muestra original e inocular vorciones de
10 ml de la muestra en tres tubos conteniendo 10 ml de
caldo lactosado, preparados al doble de su concentracidn
normal. También se deben inocular 1.0 ml y 0.1 ml de la mis
me muestra de agua en dos series de tres tubos cada una con
caldo lactosado preparados a unas concentracién normal.

2) Incubar a 37°C durante 24 y 48 horas.

3)Obeervar a las 24 y 48 horas. La presencia de gas en
cusalguier tubo a las 24, se considera como una prueba vre—
suntiva positiva. La formacién de gas despuds de las 48
horas se considera ¢omo una prueba presuntiva negativa, ver
la figuxa 7.
b. Frueba conflrmativa
Esta prueba utiliza como fuente de inéculo a todos los tubos
de fermentacién con caldo lactos do gue manifestaron la
presencia de gas a las 24 horas.
ILa reinoculacidn de los tubcs positives de la pruebe
presuntiva gse lleva a cabo en agar eosina azul de metileno
(EMB) y on caldo lactosado bilis verde brillante (CLBVE).
~ Cada tubo es sembrado en dos placas de EMB y en dos de
CLBVB.
ILas placas son sembradas por estria y los tubos pbr la
gimple transferencia de una o varias asadas del inéculo sl
medio de CLBVB.
En esta prueba sl medio de EMB puede ser sustituido por el
medio de Endo (M-Endo).
Las placas y loa tubos - oculados son incubados a 37°C ’
durante 24 horas. Si al final de la incubacién se observa la
produccidén de gas en los tubosi entonces el ensayo se
considera como una prusba confirmativa positiva.
De la misma manera, si en las plac s de EMB aparecen
colonias rojas, pequefias y oscursas, con centro neZro y con
brillo metdlico, estas colonias son caracteristices de
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100
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original
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10 ml de caldo 10 ml de caldo lac
lactosado a do tosado a concentra
| ble concentracién cidn simple 1

todog los tubos se ponen & incubacién
a 37°C durante 24 y 48 horas.

E

>y

'

tubos poaitivos de la prueba
presuntiva

rPdHREZdUE DY

I

tubos con celdo lactosado bilig verde
brillante inoculados con muestra de tubos
positivosa prssuntivos

1ncuhar a 37°C durante 24 horas.

eojeclee

PURdHY

placas con agar EMB sembradas por estria con
muestra positiva de los tubos de la prueha con
firmativa. Las placas son incubadas a 37°C durante

24 horas.

PAHBERDIHIIAOCQ

Pi

gura T. Procedimiento general del andlisis

bacterioldgico de coliformes en una muestra
de agusa.
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Escherichia; ai ademds de éatas o en su luger aparecen otras
de color rosdceo, con centros oscuros, zZrandes y mucoides
caracteristicas de las bacterias del géneroc Enterobacter,
entonces el ensayo se considera como una prueba confirmativa
positiva por la presencia de microorganismos coli-~aerdgenos,
ver figura 7.

c. Prueba completa

Esta prueba consiste en:

1) La reinoculacién de las colonias tipicas de colifor-
mes aerdégenos, 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
estia.

La formacién de gas en los tubos de caldo lactosado después
de la incubacién permite considerer a laz prueba completa
como positiva.

De 1la misma manera se aparecen en lasgs placas de EMB colonieas
pequefias y oscuras, on centro negro y con brillo metdlico
caracteristicas del género Escherichia o si ademds de éaotas
aparecen otras de color rosédceo, con centros oscuros,
grandes y mucoides caracteristicas del género Enterobacter
éntonces la prueba se considera como positiva y confirmativa
de la presencia de organismos coli-merégenos.
El deserrollo de colonias tipicas de Escherichia 6 de
Entcrobacter en las placas de EMB corroboran la positividad
de la prueba completz .
ILa identificacidn de los microorganismos coliformes se lle-
ve 2 cabo mediante la colormcidén de Gram, ver figura 8.
d. CGoloracid .de Gram

1) Las placas de agar EMB de la prueba completa que pre-
senten colonias tipicas de coliformes son seleccionadas para
llevar a cabo la identificacidhn. De las placas positivas se

selecciona una colonia que este aislada, y con una aguja de
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—— HH
il
: U
agar EMB tubos con caldo lactoszado
con colonias bilis verde brillante (CLBVB).
tdpicas de bacte incubados a 37 °C durante 24 horas
rias coli-serogé&

nes

u-————-——--——-b -
=

tubo de CLBVB
positivo de la
prueba confirmative

placas eonteniendo agar EMB
inoculadas del tubo positivo
con CLBVB e incubadas a 37°C
durante 24 horas.

i >
=, 0 OO0 —
A ‘ 'B c

A= prueba positiva mostrando bac ilos, de color rojo
.Gramnegativas.

B= prueba negativa sl presenta bacterias redondas en cadena.
C= prueba negativa sl presenta pzciges c¢on color azul.

Figura 8. Prueba completa que corrobora con la prueba confir
matliva reconfirmendo e identificando la presencia de colifor
mes. :
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inoculacidén estéril se tranafiere una porecién de la colonia
a un portaobjetos limpio que contenge une gota de agua
destilada.

2) 1a suspencidn es mezclada com le punta de la aguja,se
extiende sobre el portacobjetoas y posteriormente se deja
secar gl aire.

3) Pijar el frotis por calentamiento suave ¥y tefnir.

Técnica de tincidn,

1) Cubrir el frotis con una solucidén de cristal violeta
al 2% durante un minuto (ver reactivos). '

2) Deaspués de este tiempo eliminar el exceso de colorante
con'agua corriente.

3) la preparacién es cubierta con una solucién de yodo
(ver reactivos) y se deja actuar el mordiente durante un
minuto.

4) lLaver con agua de 1la 1llave hasta que el disolvente
f£luya incoloro del portaodbjetos,

5) Lavar rdpidamente con acetona o con una mezcla de par-
tegs iguales de ascetona y alcohel.

6) Tediir el frotis con el colorante de contraste, safrani
na al 25% (ver reactivos) durante 10 segundos.

7) Eliminar el exceso de safranina con agusa.

8) Secar y observar al microscoplo. La observacidn de
bacilos teifildos de color rojo es considerada como una prueba
pogitiva de la presencia de enterobacterias Gram-negativas.
e, Reactivos utilizadoes en la coloracidén de Gram
Colorante de cristal violeta. Esta solucidn contiene cristal
vicleta y oxalato de amonio., Se prepara a partiTr de dos solu
clones independientes.

Solucién A:
ceristal violeta 2 g
alcohol etflico al 95% 20 ml
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Solucidén B:

oxalato de amonio 0.8 g

ague destilada 8o ml

Kezclar voldmenes iguasles de la solucidén A y B. El colorante
es almacenado durante 24 horas y después es pasado a través
de un papel filtro.

Solucién de yodo

‘yodo 1 g
yoduro de potasio 2 g
agua destilada 300 ml

Triturar en un mortero el yodo y el yoduro de potasio y afa-
dir agua poco & poco hasta conseguir su disolucién, almacenar
en une botella oscura.
Colorante de contraste:
Sclucién de safranina al 25% en
alcohol etilico al 95% ' 10 ml
agua destilada 10 ml.
f. Formulacién de medios de cultivo

1) Agar de Endo. Es un medio para aislamiento selectivo
de coliformes y enterobacteries en general. El sulfito de
sodio y la fucsina bédsica que contiene inhiben &l crecimiento
de bacterias Gram-poeitives. )
Pérmala en gramos por litro: . '

peptona de carnme 10.0
fosfato dipotédsico 3.5
agar 15.0
lactosa 10.0
sulfito de sodio 2.5
fucsine bddsica 0.5
agua desgtilada cbp 1000 ml
pH final 7.4
Preparacién:

Sugpender 41.5 g del medio deshidratado en un litro de agua
destilada, Calentar agitendo frecuentemente y hervir durante
28



un minuto. Esterilizar a 121°% (15 1bs de presidén) durante
15 minutos. Una vez esterilizado enfriar a unos 40°- 45°C v
vaciar en cajas de petri.
Los gérmenes fermentadores de lactosa producen colonias ro-
Jas caracterlisticas, con o sin brillo metédlico, 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 pélido. Shigella sonnei,
que fermente lentamente la lactosa, puede producir colonias
que al principio son claras, torndndose después en rosades.
2) Agar eosina azul de metileno (EMB), es un medio selec-
tivo para le investigacidn y diferenciacién de bacilos enté-
ricos y microorganismos coliformes.
Pérmula en gramos por litro:

peptona de gelatina 10.000
lactomsa 10.000
fosfato dipotdsico 2.000
agar 15.000
eosina 0.400
azul de metileno 0.065
agua destilada cbp 1000 ml
PH 7.1 : ’
Preparaciént

Suspender 37.5 g del medio deshidratado en un litro de agua,
mezclar bien hasta obtener una suspensién uniforme. Calentar
agitando frecuentemente. Hervir durante un minuto., Esterili-
zar a 121°0 (15 1lbs de presidén) durante 15 minutoa, E1 agar
1fiquido estéril = 45°C se aglita suavemente antes de wvaciar
en cajas de petri.

3) Agar nutritivo. Es un medio de ugso general en el labo-
ratorio, no selectivo y adecuado para el cultive de microor-
ganismos poco exigentes.
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Férmula en gramos por litro:

peptona de gelatinz 5.0

extrecto de carne de res 3.0

agar 15.0

agua destilada cbhp 1000 ml
pH 6.8

Preparacibns:

Suspender 23 g del medio deshidratado en un litroc de agua
destilada. Remo jar unos 15 min, mezclar y calentar a ebulli
cién de 1 a 2 min hasta disolver el producto. Distribuir y
estirilizar a 121°C, durante 15 min.

4) Caldo lactosado. Este medlo es recomendado por la APHA
¥ otras autoridades sanlterias para investigar la presencia
de coliformes en agus,

Pérmula en gramos por litro:

peptona de gelatina 5.0

extracto de carne de res 3.0

lactosa 5.0

agua destilada cbhp 1000 ml
PH 6.9

Preparacibn:

Suspender 13 g del medic deghidratado en un litro de agua
destilada o 51 es necesario prevarar méds concentrado en el
medlo. Digolver y distribulr en tubos de ensayo grandes .
Esterilizar a 121°C durante 15 min y enfriar lo més rédpido
posible. :

5) Caido verde brillante bilis al 2%, es un medio de
cultivo selectivo recomendado por el APHA para descubrir
coliformes en el agua.

Pérmula en gramos por litro:

billis de buey deshidratada 20.0

lactosa 10.0

peptona de galatina 10.0

verde brillante 0.0133

agus destilada cbp 1000 m1 pH 7.2
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Preparacidn:

Suspender 40 g del medlio deshidratado en un litro de agus
egitando frecuentemente para disolver el producto.
Distribuir volumenes de 10 ml en tubos de ensayo grandes,
inocularlos por porciones de 1 ml del producte de estudilo.
Para andlizar porciones de 10 ml del producto disolver 60 g
del medio deshidratado en agua destilada y envasar en
volfimenes de 20 ml. Esterilizar a 121°C durente 15 min. (1,
4,5,8,14,16,19,39,40,42,48).

IV Deteccldn o identificacidn de Estrevtococos en muestras
de agua marina .
Los estreptococos son microorganismos que se encuentran
habitualmente en el tracto intestinal del hombre y de los
animeles, Estos microorganismos son arrojados por las heces
fecales y por esta razén pueden llegar 2 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
contaminacidén del zgua por heces fecazles.
Losg estreptococos pueden sobrevivir méds tiempo que los
‘coliformes en soluciones con altas concentraciones de sales.
Por este razén su presencia he sido fécilmente detectada en
el agua de mar de las zonas costeras e incluso a grandes
digtancias de la costa (1,13,16,18,19,44,47,48,52,53).
La deteccidn e identificacidn de estreptococos en aguas
marinas complementa el sndlisis bacterioldgico de la
presencia de coliformes y corrobo:ra la contaminacién por
heces fecales.
a. Metodologis y medios de cultivo
E1l andlisis bacteriolégico para determinar la presencia de
estreptococos en muestras de agua merine ec semejante zal de
los coliformes, consta de tres pruebas: presuntiva,
confirmativa y completa. Sin embargo, los medios de cultivo
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utilizados en este ensayo son diferentes. Estos medios son:
1) caldo glucosa y azida (AD), 2) casldo de azida y
etilvioleta (EVA) y 3) placa de gelosa—esculina-azida (PSE).
1) Caldo de glucosa y azida (AD)

Férmulas

estracto de carne 4.5 g
triptona o polipeptona 15.0 g
glucosa (dextrosa) 7.5 8
cloruro de sodio 7.5 &
azida de sodio, N8N3 0.2 g
agua ¢hp 1 litro

Disolver los ingredientes y distribuir voldmenes de 10 ml en
tubos de ensayo, tapar y esterilizar en autoclave a 121%
durante 15 min. E1 pH debe ser de 7.2 después de la
esterilizacién, Cuando se inoculen 10 ml de muestra de agus
preparar el medio con doble concentracién.

2) Caldo de azida y etilvioleta (EVA)

Pérmula:

triptona 20.0 g
glucosa 5.0 -4
cloruro de godio 5.0 F-4
fosfato dibdaico de potasio, KZHPO4 2.7 £
?osfato monobdsico de potasio KH2P04 2.7 g
‘azida de sodio, NaN3 : 0.40093 g
violeta de etilo 0.00083 g

agua cbp 1 litro
Disolver los ingredientes y distribuir voldmenes de 10 mi en
tubos de ensayo, tapar y esterilizar en autoclave a 121°%
durante 15 min. El1 pH debe ser 7.0 después de la esteriliza-
cién.
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3) Gelosa-—esculina-azida (PSE)

Férmula:

Gelosa selectiva Pfiser para estreptococos (PSE) 6 Gelosa-
egculina-—-azida

peptona 17.0 g
peptona B 3.0 g
extracto de levadura 5.0 g
bilis verde brillante 10.0 g
cloruro de sodioc 5.0 g
cltrato de sodio 1.0 g
esculina 1.0 g
citrato férrico amdnico 0.5 g
azida de sodio NaN3 0.2% g
agar 15.0 g
agua cbp 1 litro

Mezclar los ingredientes y esterilizar en autoclave a 121°%
durante 15 min., Distribuir volidmenes de 15 ml en cajas de
petrl estériles, dejar solidificar a temperatura ambiente y
guardar las placas en formz invertide en refrigeracién.

El pH del medio debe ser de 7.1

b. Prucbz presuntiva
Inicialmente se homogeneizz la muestras de agua por agitacidén

manual. Posteriormente se mezclan 10 ml de la muestra origi-
nal con 10 ml de caldo de glucosa azida (AD). Ver la figura
9. Todos los tubos son incubados a 37°C durante 48 horas; no
obstante, es aconsejable realizar una observacildén a las 24
horas de incubacién. Los tubos gue presenten turbidez despuds
del periodo de incubacién se consideran como pogitivos e
~indican la posible presencia de estreptococos en la muestra
de agua analizada. Con el fin de corroborar la presencis de
estreptococos estos tubos son anallizados 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 dos tubos que contengan 10 ml de caldo szida-
violeta de etilo (EVA) y se incuban a 37%. Agquellos que
presenten turbldez y sedimento de color rojo ladrillo son
conglderados como positivos.

d.. Prueba completa

Decada uno de los tubos poasitivos de le prueba presuntive,
gsembrar por estria en une placa de PSE o de gelosa esculina-
azide. Incubar en posicién invertida a 37°C durante 24 horas.
Las colonias que presenten color castafio-negras con halos de
color café confirman la presencia de estreptococos feczles.
Para la observacidén de estreptococos, tomer con una aguja

de inéculo estéril una colonia aisglada y colocarla en un
portaobjeto limpio para la coloracién. Seguir las indicacip
nes de la coloracién de Gram, Si se encuentran bacterilas
esfericas en forma de cadenas, entonces se muestra la presen
cia de estreptococos Grampositivos.

Y. Preparacidén de muestras de moluscos pars su andlisis
bacteriolégicoe

Inicialmente se hace una descrivcidén del aspecto general
que presenta el tipo de moluscos que se va a analizar, se
anotan también las condiciones en gque fueron recibidos, el
olor que desgpiden y la temperatura del zgua 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 liquido que contienen. Este 1liquido
es diluido con una cantidad conocidae de agua estéril gque
contenga cloruro de sodio al 2%. Bl 1lfguido es utilizado
directamente en el andlisis bacteriolégico para coliformes y
estreptococos. E1l andlisis bacteriolégico de este lfquido es
idéntico al descrito previamente para coliformes y para

estreptccocos, ver figuras 7 y 9. (1,4).
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V1 Bacteriz enteropatdgenas (Salmonella y Shigella)
contaminadorsg de agues costeras.
Las enfermedades ga trointestinales agddas representan una
de las pricipales causas de muerte en el Mundo. En el
verfiodo comprendido entre 1978 y 1970, se observaron tasas
de mortalidad de 14N0 a 2000 defunciones por millén de
hsbitantes en Honduras, Bl Salvador y México (47). En los
continentes de Agia, Africa y América Tatina la centidad de
nifios menores de cinco afios fallecidos en 1970 por ingerir
alimentos o agua contaminada con Salmonella, Shigellas ¥y
Escherichia enterocolitica fue de 5 a 18 millones. En todos
estos c¢asos la principal fuente de contaminacidn del agus o
de los alimentos fue el excremento intestinal humano o ani-
mal, Las heces fecales de un .ndlviduo portador de
Selmonella puede liegar a contenmer hasta 1011 pacbterias por
gramo de materia fecal, La cantidad de bacterias gue se
requieren para provocar la salmonelosis en el humano es de
10° = 107 (13,20). Si por cualquier circunstancia el excre-—
mento fecal de individuos infectados es vertido a las aguas
cogteras se incrementa la posibilidad de que 1z infeccldn se
propague répidemente y se difunda, incluso a nucleos poblacig
nales mds alejadas de la costa (28).
- Por estz razén es conveniente incluir en todo andlisis
bacterioldégico del =gua de mar , las pruebas gque sean necesza
rias para detectar a la brevedad posible, 1la presencia de
estos microorganismos patégenos.
Los géneros Salmonella y Shigella pertenecen a la familia de
las Enterobacteridceas. las bacterias de estos géneros son
las principales caugsantes de las enfermedades gastrointesti-
nalegs: la fiebre tifoidea y la desinteria bacilar. Los
miembros del género Salmonellz son resistentes a las bajas
temperaturas y pueden sobrevivir aun en alimentos congelados,
También son resistentes a las temperaturas altas (60-75°C) y
crecen aun en medlos que contengan grandes concentraciones

36




de cloruro de sodio. Son capaces de sobrevivir en soluciones
dcidas tales como de dcido acético al 104 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 hagta 15 dias,

Las bacterias del género Shigella pueden sobrevivir hasta
15 dias, encontrandose en objetos tales como vasijes, verdu
ras y frutas. También sobreviven en agua dulce hasta una
gemana, en agua de mar sobreviven poco tiempo; sin embargo
pueden contaminar a los moluscos penetrando en sus membra-
nas de filtracién y sobrevivir hasta 15 dafas (5,19,20,21,35,
42 y 55). _

Los géneros bacterienos antes mencionados (Salmonella y
Shigella) pueden ser detectedos y aisladas en mustras de
agusa de zonas costeras por medio de cultivos utilizedos en
los laboratorios de diagnéstico. Estos medios de cultivo sont
Medios s6lidos: Agar entérico Hektoen, Agar eosina y azul de
metilenc (EMB), Agar Endo, Agar XID, Agar Salmonella y
Shigella (SS) y Agar verde brillante.

Medios de enriquecimiento (1fquido): Base de caldo tetratio-
nato y caldo selenito y cistina.

Medios para identificacién: Agar hierro y triple =agzucar (TSI),
medio para registrar sulfuro de hidrégeno, indol y motilidad
(SIM), Agar hierro y lisine (LIA), medio de MIO y Agar
Citrato de Simmons (1,3,13,14,16,44), ver tabla 3 y 4 el
desarrollo de las bacterias Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes, Klebsiella sp, Salmonella typhi y Shigella sp , ¥
sus caracteristicas tipicas de colonias en medios de cultivo
selectivos planos. Se muestra también un diagrama generzal
para el aislamiento de Salmonella y Shigella en una muestra
de agua, ver la figura 1C.
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Pigura 10. Procedimliento general para el aislamiento de
bacterias enteropatdgenas en una muestra de agusa.
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Tabla 3. Aspecto de las colonias de microorganismos entéricos:
géneros Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Salmonella ¥
Shigellsa, en medios selectivos planos

HedIoa de

Escherichia | Enterobacter |(Salmonella | Shigella
cultivo coli Klebsliella typhi
Planas, de Azul claro, Incoloras, [Pequefias,
Agar color pirpu- jocasionalmente| transparen [redondas,
ra con brillccon brillo me-| tes transparen
EMB metdlico tdlico en el tes, inco-
centro deprimi loras
do
- Inhibidas; Inhibidass co-| Incolorass; | Incoloras
. pueden desa- {lonias blanco | pueden te- | transpa-
Agar rrollarse co-46 crema, opa- |ner un as- | rentes de
mo grandes cas, grandes pecto tos—} 2 a T mm
calonias opa tado, rosg
S8 casg de color do, amari-
rosa 6 rojo 1lo
Inhibidass Inhibidas; co- Negras con | Colonias
Agar grandes, re- |[lonias eleva- | superficlie | inhibidas
sulfato lucientes, dd4 das, mucoides| metdlica 1isas, bri
Y de color marrdén [lenticulares rodeadea por{ llantes,
bismuto mucoides zona marrdén! de color
las colo- verde sua
nias sub- ve U oscu
superficia | pg, Algﬁ:
les no tie |pag tienen
nen brillo | forme ame—
boide
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Tabla 4. Aspecto de las colonias de microorganismos entéricos:
géneros Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Sslmonella y

Shigella, en medios selectivos planos.

Eedios de

Escherichia Enterobacter Salmonella Shigella
cultivo coli Klebgiella typhi
Agar Inhibides; co-~| Elevadas colo- Colonias Colonias -
nias planas, nias mucoides | planas rojas transpargg
XL D secas, de co- | de color 1imén con grandes| tes, rodea

lor amarillo

zona opaca

centros ne-

das de uwna

l1imén. Zona amarilla en el] gros;brillah zona roja
amarilla opaca agar circundan tes; zona transparen
en el agar ciy te roja clara te en el
cundante en el agar agar
circundante
Agar Inhibidas; pue Igual gque Azul 2 azul |Verdes; la
para den resultar E. coli jverde y va-~ |periferisa
entéricos|de color naran ria en tamm—|de las colo
de Ja brillante a flo. Losg pro— nias con fre
Hektoen salmén rosado ductores de |cuencia ma-

SH2 poseen

centros ne-

gros

yor que la
porcién cen
tral.
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