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.  RESUMEN

El agua es una de las formas mas efectivas de transmitir agentes infecciosos, por lo
que los estudios que demuestren su calidad microbioldgica cobran gran importancia,
especialmente en paises como Guatemala, donde las condiciones ambientales y de
saneamiento son todavia deficientes. Sin embargo, en estos paises donde la evaluacion
de la calidad del agua es una necesidad vital, no se cuenta con la capacidad de analizar
el agua de consumo al alcance de la mayor parte de la poblacion, debido a que se
carece de infraestructura, material, equipo y personal calificado para llevar a cabo las
pruebas de identificacién de microorganismos indicadores de contaminacion.

El objetivo principal de esta investigacion era desarrollar una metodologia de facil
aplicacion y bajo costo que permitiera la identificacién de enterococos en agua para
consumo humano, como indicador microbiologico de contaminacion fecal; ademas, de
realizar su validacion comparado con el método estandar, la filtraciéon por membrana.
La metodologia fue realizada con base al estudio de Ortiz en el 2000 (9), donde se
desarrollo una prueba rapida cualitativa de presencia-ausencia para la deteccion de
coliformes totales en agua por medio de la deteccion de viraje de pH ocasionado por
fermentacion de la glucosa. La prueba para enterococos, de forma similar, esta basada
en la capacidad de estas bacterias de hidrolizar la esculina en presencia de bilis.

La prueba de tipo cualitativo presenté una alta sensibilidad (99.3%, 95.5-100.0)
especialmente a 42° Cy a las 48 horas de incubacion. Estos resultados se obtuvieron por

el analisis de 310 muestras provenientes de diversas fuentes de agua del pais. La
especificidad aunque fue menor a la esperada (81.7%), se debid a que existen otras
bacterias que hidrolizan la esculina y que pueden dar reacciéon cruzada cuando se
encuentren en agua, como algunas de los géneros Enterobacter, Klebsiella, Aeromonas y
Serratia. Sin embargo, los objetivos del estudio se alcanzaron ya que se logro
desarrollar una prueba de facil aplicacion y de bajo costo que puede ser utilizada en el
campo para realizar tamizajes de la calidad microbioldgica de las aguas utilizadas para
consumo humano.

La metodologia desarrollada es de facil aplicacion para lugares que carecen de los

elementos necesarios para realizar analisis de calidad microbiologica del agua por los



métodos tradicionales, lo que resulta de suma importancia para que se promueva el uso
de pruebas sencillas en laboratorios pequenos del interior del pais y en las
Municipalidades y Centros de Salud que deben velar por la calidad microbioldgica del
agua. Esta prueba cualitativa de presencia-ausencia se recomienda para ser utilizada en
la determinacion de enterococos en agua y en la vigilancia microbioldgica de la calidad

del agua para consumo humano.



II. INTRODUCCION

El agua es considerada como uno de los alimentos y productos de mayor consumo
en el mundo. Sin embargo es también uno de los vehiculos mas efectivos como
transmisor de infecciones, ya que se han encontrado muchos agentes patdgenos en
abastecimientos de agua, supuestamente potable. El mayor riesgo de infecciones
gastrointestinales asociado al agua para consumo humano son las enfermedades
causadas por bacterias, parasitos y virus. Estos son transmitidos por el agua y por las
heces de origen humano o animal que la contaminan. El uso de esta agua para consumo,
preparacion de alimentos, utilizacion durante lavado o bano e incluso la inhalacion de
sus vapores o aerosoles, puede causar una infeccioén (1, 2).

La forma mas sensible y especifica de asegurar la calidad higiénica y potabilidad
del agua para consumo humano es por medio de la determinacién de organismos
indicadores de contaminacion fecal. El principal indicador es Escherichia coli y las
bacterias coliformes termotolerantes. Sin embargo, para la identificacion completa de
E. coli se requiere de tiempo, diversos medios de cultivo y equipo especializado, aunado
a un costo relativamente elevado, lo cual resulta muy complicado o econédmicamente
inaccesible para uso rutinario en laboratorios pequenos. Estudios recientes han
demostrado que E. coli y las bacterias coliformes totales y termotolerantes no siempre
se encuentran en ambientes contaminados con heces fecales, lo que hace controversible
su papel como bacterias indicadoras. Por lo que se hace necesaria la utilizacion de otros
microorganismos indicadores mas especificos de contaminacion fecal (1, 6, 23).

Otras bacterias utilizadas como indicadoras de contaminacion fecal son aquellas
del género Enterococcus que se encuentran presentes en heces de humanos y animales.
Los enterococos son mas persistentes en el ambiente que E. coli y los coliformes
termotolerantes, por lo que pueden ser utilizados como buenos indicadores de la calidad
microbiolégica de agua para consumo humano y el monitoreo de la eficacia de los
tratamientos de desinfeccion utilizados para garantizar la potabilidad (3,4). Debido a su
resistencia ante condiciones ambientales adversas, se les considera como los principales
microorganismos indicadores en aguas recreacionales dulces y marinas. Los enterococos
también tienen la ventaja de que los métodos utilizados para su deteccion y

enumeracion no presentan alto grado de complejidad, ni se necesita infraestructura,



material o equipo de gran especializacion, como es requerido para identificar a otros
microorganismos indicadores tales como colifagos o clostridios y bacterias anaerobias (1,
7,8,11).

La alta incidencia de enfermedades gastrointestinales transmitidas a través del
agua, especialmente en nifos y en paises con un saneamiento ambiental deficiente,
hace necesario que se efectle un analisis frecuente del agua para determinar su
potabilidad. Sin embargo, el alto costo y la complejidad de los métodos actuales para
deteccion de indicadores de contaminacion fecal no permiten que estos analisis se
realicen rutinariamente en los laboratorios del pais. Por esta razdn es necesario
desarrollar pruebas mas sencillas, rapidas y de bajo costo que contribuyan a evaluar la
calidad microbioldgica del agua para consumo humano, principalmente, en las

comunidades rurales de Guatemala.



Ill. ANTECEDENTES

A. Generalidades

El agua para consumo es aquella utilizada en alguna actividad como preparacion de
alimentos, bebida, aseo personal, comercio, fabricacion de bebidas, etc. El agua
potable se define como la que es apta para consumo humano y que no posee elementos
quimicos, fisicos o microbiologicos que alteren su composicion. También se consideran
constituyentes indeseables del agua aquellos elementos capaces de causar un impacto
negativo en la salud publica (1).

Los consumidores no tienen la capacidad de conocer la calidad del agua a menos
que ésta se encuentre alterada en su composicion fisica, cuando ocasiona cambios
perceptibles por los sentidos (1). Sin embargo, existen parametros fisicos que orientan a
conocer la calidad del agua, como son el color, sabor, olor, temperatura y turbidez. Si
alguno de éstos se ve alterado puede ser un indicador potencial de contaminacion o
tratamiento deficiente del agua (1,3).

Los agentes infecciosos causantes de gastroenteritis son transmitidos
principalmente por excretas de humanos o animales. Uno de los vehiculos mas
apropiados para transportar agentes infecciosos es el agua y la utilizacion de agua
contaminada en una comunidad puede dar como resultado infecciones en sus habitantes
(1-3).

B. Infecciones transmitidas por el agua

Los organismos patogenos que presentan un alto riesgo de causar infeccion
gastrointestinal, si se encuentran presentes en agua utilizada para consumo humano, son
los siguientes: Shigella spp., Salmonella spp., Escherichia coli enteropatogena, Vibrio
cholerae, Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Giardia
spp., Entamoeba histolytica, Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis,
Dracunculus medinensis, Rotavirus, Adenovirus y Enterovirus. La mayor parte de ellos
suelen provenir de heces fecales (1, 2).

Ademas, existen otros microorganismos que se encuentran de manera natural en el
ambiente pero son considerados oportunistas debido a que presentan baja patogenicidad

y solamente afectan a individuos inmunosuprimidos. Entre éstos puede mencionarse:



Pseudomonas aeruginosa, Flavobacterium spp., Acinetobacter spp, Serratia spp,
Aeromonas spp Y algunas micobacterias (1, 2).

Los organismos patdgenos después de abandonar su hospedero pierden viabilidad y
capacidad infectiva; este descenso es de manera exponencial, por lo que transcurrido
cierto tiempo éstos pueden ser no detectables. Los patogenos con baja capacidad de
persistencia deben encontrar rapidamente un nuevo hospedero para sobrevivir.
Generalmente este tipo de agentes se encuentran en fluidos corporales y son
transmitidos de persona a persona o por medio de agua y alimentos contaminados.
Debido a que las heces se dispersan rapidamente en superficies acuaticas, los patégenos
mas comunes transmitidos por el agua son aquellos con la mayor persistencia y
capacidad infectiva. La persistencia en el agua puede ser afectada por factores como
temperatura, concentracion de cloro, cantidad de materia organica, etc. (1, 2).

Los métodos utilizados para el aislamiento y recuento de microorganismos
patdgenos pueden no ser efectivos o eficaces debido a la baja cantidad de los mismos
que estén presentes en el agua. Existen algunos patdgenos que no pueden detectarse en
laboratorios que no cuenten con la capacidad para aislarlos, como es el virus de
hepatitis A. Sin embargo, es de menor complejidad detectar otros microorganismos
cuya presencia y persistencia indica contaminacion fecal o inadecuada eficacia de

procedimientos de desinfeccion del agua (1,3).

C. Microorganismos indicadores de contaminacién fecal

Los microorganismos indicadores son aquellos cuya presencia significa que la
muestra estuvo expuesta a condiciones que pudieron determinar la llegada o acceso de
microorganismos patogenos (3).

Los indicadores microbiologicos de contaminacion deben cumplir algunos requisitos
para ser considerados como tales: estar presentes en grandes cantidades en heces
humanas o animales, ser detectados por métodos sencillos y no multiplicarse en agua;
ademas su persistencia y susceptibilidad de eliminacion debe ser similar a la de los
microorganismos patogenos (1).

La mayor parte de ensayos utilizados para evaluar la calidad microbioldgica del

agua se han disefado para la determinacion de microorganismos indicadores mas que



para patdgenos, ya que la deteccion de estos indicadores es la manera mas eficiente de
asegurar la calidad higiénica del agua (1,3).

Los microorganismos indicadores mas frecuentes son los siguientes: Escherichia
coli, bacterias coliformes (totales y termotolerantes), estreptococos fecales, clostridios

reductores de sulfito, colifagos y algunos otros de menor importancia (1-3).

1.  Escherichia coli

Esta bacteria es un miembro de la familia Enterobacteriaceae y se caracteriza por
poseer las enzimas [-galactosidasa y B-glucoronidasa. Crece a 44-45 °C en medios
tensoactivos, fermenta la lactosa y el manitol con produccion de acido y gas, e indol a
partir del triptofano. Algunas cepas crecen a 37 °C pero no a 44-45 °C y otras no
producen gas (1-3).

E. coli estda presente en heces humanas y de animales en concentracion de
10bacterias por gramo y es considerada como el mejor indicador de contaminacion
fecal. Ademas, se encuentra en drenajes, aguas residuales y suelos susceptibles a
contaminacién. Debido a que los heces fecales de animales pueden transmitir
microorganismos patogenos infectivos para el hombre, nunca debe menospreciarse la

presencia de E. coli en una muestra de agua (1, 2).

2. Bacterias coliformes termotolerantes (o coliformes fecales)

Estas son bacterias Gram negativo, aerobios o anaerobios facultativos, que
fermentan la lactosa en forma de gas cuando en un medio de cultivo se incuban a 44-45
°C. Comprende los géneros Escherichia y especies de Klebsiella, Enterobacter y
Citrobacter. Las bacterias termotolerantes diferentes a E. coli pueden encontrarse en
aguas con materia organica y vegetal, efluentes industriales y suelos. Por esta razén se
recomienda no utilizar el término coliformes fecales (1,3).

La concentracién de coliformes termotolerantes y E. coli esta directamente
relacionada. Debido a que la presencia de coliformes termotolerantes puede ser
detectada facilmente y en poco tiempo, éstas representan un papel secundario como
indicadores de contaminacion fecal y de eficiencia en los tratamientos de desinfeccion

del agua (1, 2).
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3. Coliformes totales

Estas son bacterias Gram negativo capaces de crecer en presencia de sustancias
tensoactivas con propiedades inhibitorias como las sales biliares. Fermentan la lactosa a
35-37 °C con produccioén de acido, gas y aldehido en un periodo comprendido de 24 a 48
horas. Incluye a las bacterias del género Escherichia, Citrobacter, Enterobacter y
Klebsiella. Las bacterias Enterobacter cloacae y Citrobacter freundii pueden
encontrarse en heces y en ambientes como suelos y aguas con exceso de nutrientes y
materia organica (1, 2, 4,5).

Las bacterias coliformes totales son ampliamente utilizadas como indicadores
debido a su presencia abundante en heces. La desventaja de estos microorganismos es
que el encontrarlos no siempre es indicativo de contaminacion fecal o presencia de
patogenos en agua (1, 6). Sin embargo, varios estudios han demostrado que E. coli y las
bacterias coliformes son menos resistentes a condiciones adversas que otros
microorganismos indicadores, como son los estreptococos fecales, enterococos y
clostridios reductores de sulfito (1, 6,7).

La utilizacion de coliformes totales como indicadores de contaminacion fecal se ve
muy limitada debido a que este grupo comprende bacterias de origen fecal y no fecal.
Sin embargo la presencia de estas bacterias sugiere un tratamiento inadecuado del agua,
contaminacion post tratamiento o presencia de exceso de nutrientes organicos en el
agua. Si se encuentra coliformes totales en ausencia de E. coli y coliformes
termotolerantes, debe identificarse a las especies de bacterias presentes o buscar otros

microorganismos indicadores (1).

4, Estreptococos fecales

Los estreptococos fecales estan presentes en heces de humanos y animales de
sangre caliente, por lo que han sido considerados como buenos indicadores de
contaminacion fecal en agua, principalmente en rios, lagos, estuarios, etc. (5).

Los estreptococos fecales comprenden microorganismos del género Enterococcus y
algunas especies de estreptococos: Streptococcus bovis y S. equinus. Todos pertenecen
al grupo D de Lancefield (1,5).

Los enterococos son un subgrupo de los estreptocos fecales con morfologia

cocoide, Gram positivo, catalasa negativo, anaerobios facultativos cuya temperatura de



11

crecimiento oscila entre 10 y 45 °C, siendo el 6ptimo a 35 °C. La mayoria de
enterococos crecen en caldos de cultivo conteniendo 6.5% de cloruro de sodio, a pH 9.6
e hidrolizan la esculina en presencia de 40% de bilis 0o 4% de sales biliares. Algunas
especies son moviles. La mayor parte de estas bacterias hidrolizan la pirrolidonil-p-
naftilamida (PYR) y todas las cepas producen leucin amino peptidasa (LAP). Son
homofermentativos, sin produccién de gas, obteniendo acido lactico al final de la
fermentacion de la glucosa. Resisten temperaturas de 60 °C durante 30 minutos y
reducen 0.1% de azul de metileno. Los enterococos hidrolizan sustancias como el 4-
metilumbelifenil-B-D-glucésido (MUD) por la actividad de la enzima B-glucosidasa con
produccion de fluorescencia azul a 366 nm. También son capaces de crecer en presencia
de acetato de talio, acido nalidixico y cloruro de 2, 3,5-trifeniltetrazolio (TTC) en
diferentes medios de cultivo (1, 8,9).

La taxonomia de los enterococos ha cambiado recientemente. Todos los
estreptococos que comparten las propiedades bioquimicas descritas anteriormente son
parte del género Enterococcus y que presentan amplia tolerancia a condiciones adversas
de crecimiento. Incluye a las especies mencionadas en el anexo 1. La mayor parte de
estas especies se encuentran en heces y pueden ser consideradas como indicadoras de
contaminacién fecal humana y animal. Las especies de enterococos mas
frecuentemente encontradas en agua son Enterococcus faecalis, E. faecium, E. durans y
E. mundii (1, 4, 8,9).

Los enterococos presentan ciertas ventajas como indicadores de contaminacion

fecal, siendo las siguientes:

. se encuentran en grandes cantidades en excretas de humanos y animales de sangre
caliente,
= se han aislado en aguas de desecho y con alto grado de contaminacion,

= no se han encontrado en aguas limpias, suelos y ambientes sin contacto de vida
humana o animal,

= son persistentes sin multiplicarse en el ambiente,

. su aislamiento y cultivo es facil de realizar,

= pueden ser utilizados para conocer el origen de la contaminacion (7,11).
Los enterocos son mas persistentes que E. coli y bacterias coliformes en

condiciones ambientales adversas; ademas, son altamente resistentes a la desecacion
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por lo que son de gran utilidad como indicadores microbiologicos de contaminacion para

el control de sistemas de distribucion de agua (3).

5. Clostridios reductores de sulfito

Estas son bacterias anaerobias esporoformadoras que fermentan la lactosa, sucrosa
e inositol con produccion de gas. Clostridium perfringes esta normalmente presente en
heces pero en menor cantidad que E. coli. Los clostridios también se encuentran en el
ambiente por lo que su origen no es necesariamente fecal. Las esporas que producen
pueden resistir la desinfeccion y su presencia en aguas desinfectadas indica tratamientos
inadecuados. Los clostridios no son recomendados en uso rutinario para monitorear la

calidad de los sistemas de distribucion de agua (1, 2).

6. Colifagos

Los bacteriofagos han sido propuestos como indicadores de calidad del agua debido
a su similitud con los enterovirus humanos y por su facilidad de deteccion en agua (1, 2).

Los colifagos infectan y se multiplican en bacterias sensibles a ellos, lo que
provoca lisis celular y liberacion de particulas virales que infectan a bacterias
adyacentes. En medios de cultivo solido aumenta la lisis bacteriana y se forman zonas
claras conocidas como playas de lisis entre el crecimiento confluente de la bacteria
utilizada (3). Actualmente se han estudiado dos grupos de bacteriofagos: aquellos que
infectan a E. coli por poseer receptores de pared celular y los ARN-F especificos que
infectan cepas por medio del pili sexual F (1-3).

Los colifagos son indicadores de contaminacion del agua con desechos residuales v,
por su mayor persistencia que las bacterias, también son indicadores de la eficacia de
tratamiento de los sistemas de agua (1).

Los colifagos presentan la desventaja de ser afectados por una gran cantidad de
factores que alteran su sobrevivencia e incidencia en ambientes acuiferos, como son la
temperatura, pH y densidad bacteriana. La deteccidon de colifagos en agua requiere
técnicas que aun no se han desarrollado de manera completa y uniforme, por lo que esta

metodologia aun requiere de mas investigacion (11).
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7. Otros indicadores alternativos

Existen otras bacterias que han sido utilizadas como indicadores de calidad
microbioldgica del agua por encontrarse abundantemente en heces; tal es el caso del
grupo de bifidobacterias y Bacteroides fragilis. Sin embargo no han sido considerados
como buenos indicadores de contaminacion fecal debido a que su persistencia en el agua

es baja y los métodos de deteccidn ain no han sido estandarizados (1).

D. Examen bacteriolégico del agua
1.  Frecuencia de muestreo

La frecuencia de la toma de muestra esta determinada por al total de la poblacion
servida pero se realiza dependiendo de los recursos disponibles. Sin embargo, mientras
mas frecuentemente se analiza una fuente de agua mayor es la probabilidad de detectar
contaminaciéon. Esta probabilidad aumenta si la muestra es recolectada a diferentes
horas en un mismo dia o durante diferentes dias en una semana. También es mas valioso
realizar pruebas peridodicas por un método sencillo, que examenes menos frecuentes por
técnicas complejas (1).

La frecuencia de muestreo de fuentes de aguas dependera de factores establecidos
por las instituciones de saneamiento ambiental con base a normas y guias del pais (1).
En el caso de Guatemala es la norma COGUANOR CDU 637:148 en vigencia la que
establece los estandares requeridos (12).

Para el caso de aguas en procesos de tratamiento, la frecuencia de muestreo
depende de la fuente inicial del agua y el tipo de tratamiento. El muestreo minimo que
debe realizarse es de una muestra cada dos semanas para aguas de una fuente
subterranea; y una muestra cada semana en el caso de aguas provenientes de
superficies. La frecuencia de muestreo debe ser mayor cuando la cantidad de personas
que seran abastecidas es grande, debido a que aumenta el niUmero de personas en
riesgo. En el Anexo 3 se presenta un cuadro de frecuencia de muestreo recomendado de

acuerdo al nimero de habitantes de una poblacion (1).
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2. Recoleccion de la muestra

Una muestra de agua se recolecta siguiendo los mismos pasos que para cualquier
otra muestra, cuidando el recipiente, volumen y etiquetado. La muestra debe tomarse
en recipientes limpios, estériles, de boca ancha o bolsas de plastico estériles. La
recoleccion de la muestra debe hacerse de manera rapida y cuidadosa. El volumen
minimo requerido es de 100 mL y debe llevar una etiqueta con datos de origen de la
muestra, fecha y hora de recoleccion, naturaleza del agua y datos sobre su transporte.
El recipiente recolector se abre Unicamente al momento de introducir la muestra y se
cierra de inmediato. Se debe dejar siempre un espacio de aire para facilitar la agitacion
de la muestra y es importante evitar el contacto de la misma con el exterior o con las
manos de la persona que lleva a cabo la recoleccion (2, 13, 14).

Si se requiere tomar una muestra de agua proveniente de un grifo, éste debe
limpiarse previamente con algodon y alcohol al 70%. ELl procedimiento requiere de lo
siguiente: se abre la llave del grifo dejando correr el agua durante dos o tres minutos;
luego se abre el recipiente recolector llenandolo las tres cuartas partes de su capacidad.
Se cierra el frasco y se envia al laboratorio entre las 6 y 8 horas de recoleccion. Si se
sospecha que el agua contiene cloro es necesario inactivarlo previamente mediante la
adicion de tiosulfato de sodio al 10% (13).

El procedimiento para recolectar aguas provenientes de fuentes abiertas vy
depositos es el siguiente: se sumerge un recipiente estéril de acero inoxidable en la
fuente de agua y se toma la muestra. Si es agua proviene de un rio, la muestra se debe
tomar en sentido contrario a la corriente. Seguidamente se vierte el agua al frasco
estéril evitando la contaminacién en el trasvase. En caso de no contar con el recipiente
de acero inoxidable, se debe sumergir el propio frasco estéril rapidamente en el tanque
y cerrar lo mas pronto posible. Cuando el muestreo se hace en un conducto de salida se
deja correr una parte del agua para limpiar la salida de la misma (13).

Para recolectar y tomar muestras provenientes de aguas superficiales y
recreacionales se utiliza el mismo procedimiento descrito para rios, con la diferencia de
que se debe obtener las muestras de diferentes puntos de acuerdo al objetivo de los
analisis y se debe establecer una frecuencia de muestreo. En el caso de aguas profundas
se sumerge el recipiente de 30 centimetros a 1 metro de profundidad y se gira el frasco

hasta que quede con la abertura contra la corriente. De no haber corriente se mueve
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horizontalmente. El frasco al estar lleno se saca inmediatamente y se cierra. Si se
requiere una muestra a mayor profundidad es necesario colocar un peso al recipiente
para sumergirlo. Luego se debe enviar la muestra al laboratorio siguiendo las mismas

precauciones mencionadas para el transporte de agua de grifo (13, 14).

3. Transporte y recepcion de la muestra

En caso de no ser posible enviar la muestra inmediatamente al laboratorio donde
sera analizada, ésta debe refrigerarse después de la recoleccidn y ser transportada a una
temperatura menor de 10 °C. Si la muestra no es enviada al laboratorio en 6 a 8 horas
luego de ser recolectada, se recomienda que el tiempo maximo permisible sea de 24
horas para que el resultado obtenido sea valido. Todas las muestras deben estar
rotuladas correctamente al llegar al laboratorio. En ese momento debe llenarse un
formulario de solicitud que indicara el tipo de analisis, fecha, hora y tiempo de entrega
de resultados (14).

4. Métodos de deteccion de enterococos en agua

El analisis de microorganismos indicadores en muestras de agua tiende a
determinar la calidad sanitaria de la misma. Los métodos utilizados estan disefados
para detectar el grado de contaminacion del agua con desechos de origen humano y/o
animal (1, 3).

Los métodos mas utilizados para la determinacion de enterococos en agua son la
técnica de tubos multiples y filtracion por membrana. Ambas pruebas pueden ser

utilizadas tanto para aguas frescas como aguas marinas (8).

a. Técnica de filtracién por membrana

Se basa en la filtracion de una muestra de agua para concentrar células (bacterias)
viables sobre la superficie de una membrana y transferirlas a un medio de cultivo
apropiado para contar el numero de unidades formadoras de colonias (UFC)
desarrolladas luego de un periodo de incubacién (15). El método de filtracion por
membrana para detectar enterococos es utilizada desde 1985 para monitorear la calidad
del agua. El analisis se realiza en 24 horas y es aplicable a aguas potables y

recreacionales (2, 15).
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Por este método se obtiene un conteo o recuento directo de bacterias en aguas,
basado en el crecimiento de colonias en la superficie de un filtro de la membrana. La
muestra es filtrada a través de la membrana que retiene las bacterias. Luego de la
filtracion se coloca la membrana sobre un medio selectivo y es incubado por 24 horas a
41 °C. Se ha propuesto una gran variedad de medios selectivos para identificar
enterococos como Slanetz-Bartley (SB), Pfizer selective enterococus (PSE), mE agar, KF
streptococcus agar y agar Kanamicina-Esculina (KAA). En el Anexo 4 se muestran los
principios de reaccion de algunos medios de cultivo para aislamiento de enterococos.
Estudios anteriores han demostrado que los medios SB, mE agar y KAA presentan la
mayor especificidad (5). Si se utiliza agar mE las colonias de enterococos presentan un
halo azul. Después de la incubacion se cuentan las colonias y se escogen aquellas cajas
que contengan entre 20 a 60 colonias de bacterias. Para realizar el conteo, es
aconsejable utilizar una lampara fluorescente y un magnificador logrando asi una mayor
visibilidad de las colonias (16, 17).

Luego de obtener crecimiento bacteriano en el medio selectivo se verifica que las
bacterias sean enterococos. Se seleccionan algunas colonias y se inoculan en caldo y en
agar BHI, incubandose por 48 horas a 35 + 0.5 °C. Después se transfieren colonias a los
siguientes medios de cultivo: Agar Bilis Esculina (BEA) y se incuba por 48 horas a 35 + 0.5
°C; caldo BHI con 6.5% de cloruro de sodio a 35 + 0.5 °C por 48 horas y en caldo BHI a 45
+ 0.5 °C durante 48 horas. Se observa el crecimiento y se realizan frotes para tincion de
Gram. Si se observan cocos Gram positivo que crecen en BEA, caldo BHI con 6.5% NaCl,
caldo BHI a 45 °C e hidrolizan la esculina, son confirmados como enterococos (4, 9, 17).

Para calcular la cantidad de enterococos presente en la muestra de agua analizada
se utiliza la siguiente formula:

Enterococos/100 mL = ((nUmero de colonias contadas)/ (volumen de agua

filtrada en mL)) * 100

El resultado se reporta como enterococos por 100 mL de muestra (3). El tiempo
que aproximadamente tarda una muestra en ser procesada, siguiendo la técnica de
filtracion por membrana, es de 72 a 96 horas con la verificacion de los enterococos pero
sin identificar la especie. El proceso de identificacion de género y especie se lleva a
cabo por medio de pruebas bioquimicas especializadas que aumentan el tiempo y costo

de procesamiento de la muestra (8, 9, 17). A pesar del tiempo implicado en el
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procedimiento, y del alto costo del material y equipo requerido, la técnica de filtracion
por membrana es considerada el método de referencia para la determinacién de

enterococos en aguas (8, 17).

b. Técnica de Tubos Multiples y Naomero Mas Probable (NMP)

La metodologia de tubos mdltiples y NUmero Mas Probable se fundamenta en la
produccion de turbidez en un caldo selectivo para enterococos, luego de 24-48 horas de
incubacion a 35 °C. Consta de dos etapas, la presuntiva y la confirmatoria (8).

La precision de este método depende del niUmero de tubos utilizados, que pueden
ser tres o cinco. Los resultados son reportados como nimero mas probable (NMP); lo
cual esta basado en tablas de probabilidad estadistica ya estandarizadas. Este resultado
permite conocer la densidad bacteriana de enterococos en la muestra y se interpreta de
manera similar a la técnica de niUmero mas probable para bacterias coliformes (10).

El procedimiento de esta técnica consiste en inocular la muestra de agua en una
serie de tubos con caldo azida dextrosa en cantidades de multiplos de 1 en decimales.
Cuando se trabaja con 10 mL de muestra (que es la mayor cantidad que puede
inocularse) se utiliza doble concentracion de caldo. Los tubos se incuban a 35 +2 °Cy
se observa turbidez en 24-48 horas. En la fase confirmatoria se siembra una porcion de
muestra de los tubos positivos en un medio selectivo como agar Pfizer selectivo
enterococos (PSE). Se incuba a 35 °C por 24 horas; y las colonias negruzcas con halos
color café se transfieren a un tubo de caldo BHI con 6.5% NaCl y se incuban a 45 °C. El
crecimiento en este ultimo es confirmatorio para enterococos. Al analizar muestras de
agua por este método el resultado se obtiene después de 72 horas, debido a los

diferentes tiempos de incubacion requeridos (8).

c.  Otros métodos de detecciéon. Pruebas de presencia-ausencia

El tiempo extenso que es requerido para realizar los métodos de deteccidon de
enterococos en agua ha impulsado al desarrollo de pruebas rapidas. Uno de estos
métodos esta basado en el uso de compuestos cromogénicos que son adicionados a
medios de cultivo convencionales. Las sustancias cromogénicas son modificadas por

enzimas o metabolitos bacterianos y después de esta modificacion se da un cambio de



18

color o fluorescencia perceptible. El tiempo requerido para la realizacion de este
método varia entre 14y 18 horas (11).

Estos métodos, llamados de presencia-ausencia, poseen substratos enzimaticos
especificos que permiten identificar la bacteria que se busca. Para la determinacion de
enterococos se ha desarrollado una prueba presencia-ausencia que utiliza como
substrato indicador al 4-metilumbeliferona-p-D-glucosidasa, que fluorece cuando es
metabolizado por los enterococos. El metilumbeliferona es altamente sensible y
especifico, facilmente detectable con lamparas de luz ultravioleta (8, 17, 18).

Los métodos de presencia-ausencia, tanto para enterococos como para coliformes
totales, han mostrado una buena correlacion con los métodos tradicionales de filtracion
por membrana y Numero Mas Probable cuando son utilizados en aguas potables y

recreacionales (11, 17).
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IV. JUSTIFICACION

El mayor impacto negativo que el agua puede tener sobre la salud pUblica se da a
través del agua utilizada para bebida, cuya fuente puede estar contaminada por la
escorrentia pluvial, aguas residuales municipales, agua de retorno del riego agricola,
desperdicios del procesamiento de los alimentos y desechos de origen humano y animal.
Estos ultimos contaminan el agua con diversos agentes patdgenos que ocasionan
enfermedades e incluso muertes a nivel mundial, principalmente en nifos (19).

En Guatemala las enfermedades diarreicas son la segunda causa de morbilidad y
mortalidad infantil en nifios menores de 5 afos de edad, debido principalmente, a la
falta de servicios de agua potable y saneamiento basico. De acuerdo a la “Encuesta
Nacional de Ingresos y Gastos Familiares 1998-1999”, sélo el 58.5% de las viviendas en el
pais cuentan con estos servicios. El 89.6% de las viviendas del area urbana cuentan con
una red de distribucion de agua, mientras que en el area rural solamente es solo del
43.6%. En el area urbana el 73.3% de las viviendas estan conectadas a una red de
distribucion de desagiies y escasamente el 1.4% lo estan en el area rural (20).

Segun la “Evaluacion de los Servicios de Agua Potable y Saneamiento 2000 en las
Américas”, el sistema de disposicion de excretas y desechos solidos en Guatemala es
deficiente, debido a que en muchos lugares la disposicion se efectla en canales
abiertos, o fosas sépticas; ademas, la mayoria de los alcantarillados desembocan en
cuerpos receptores de agua, aumentando el riesgo de adquirir infecciones por medio del
consumo de la misma. Esto indica que, en Guatemala, como en otros paises en vias de
desarrollo, pocas personas tienen acceso al agua potable, segura e inocua, y que existe
una alta probabilidad de que esa agua esté contaminada, ya sea por desechos sélidos o
por excretas de humanos o animales (20).

La deteccion, remocion e inactivacion de los agentes patogenos en agua potable es
esencial para proteger a los consumidores de brotes de enfermedades transmitidas por
la misma. Sin embargo, la identificacion de los agentes patdgenos no se realiza
rutinariamente; la contaminacién fecal se detecta por medio de la presencia de
microorganismos indicadores (21).

Ninguno de los microorganismos indicadores de contaminacion fecal ha sido

catalogado como el indicador “ideal”, debido a que en su totalidad no retnen los
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criterios para ser considerado como tal. E. coli y las bacterias coliformes son
ampliamente utilizadas como indicadores de contaminacion fecal debido a su presencia
abundante en heces y a que cumplen con la mayoria de los parametros de un
microorganismo indicador. La desventaja de estas bacterias es que el encontrarlas no
siempre son indicadoras de contaminacion fecal o presencia de patdgenos en agua (1, 6,
22). Varios estudios han demostrado que E. coli y las bacterias coliformes son menos
resistentes a condiciones adversas que otros microorganismos indicadores, ademas, su
presencia no permite conocer el origen de la contaminacion. Por lo que se han realizado
estudios para evaluar la eficacia de otros microorganismos como indicadores de la
calidad microbiolégica de agua y la eficiencia de los tratamientos (1, 6-8, 11).

Las diferentes guias de calidad microbiologica del agua para consumo humano
consideran a E. coli y a los enterococos como los mejores indicadores de contaminacion
fecal en Estados Unidos de América y en diferentes paises de Europa. Las normas de
dichos lugares establecen que para agua de consumo humano debe encontrarse 0
colonias en 100 mL, tanto de E. coli, como de coliformes y enterococos (1, 23). En
Guatemala la norma COGUANOR vigente solamente incluye estandares para E. coli y
bacterias coliformes (termotolerantes y totales), pero no considera a otros
microorganismos como indicadores de contaminacion fecal en agua (ver Anexo 2) (12).

Por lo que es necesario que se establezcan mejores criterios microbiolégicos de
calidad del agua para consumo humano de acuerdo a los problemas especiales y
necesidades de cada pais (6). Sin embargo, esto solo puede realizarse con base a
estudios que demuestren la situacion real de la calidad microbiologica del agua que se
consume en cada lugar. Considerando que los métodos rutinarios de deteccion de
contaminacién microbiologica en el agua requieren infraestructura, material, equipo y
personal especializado, es importante el desarrollo de métodos sencillos, rapidos y de
bajo costo para determinar la calidad microbiolégica del agua, principalmente en el
interior del pais, y asi disminuir la incidencia de infecciones y muertes ocasionadas por

el uso o consumo de agua contaminada.



V. HIPOTESIS

Por ser descriptivo este estudio no incluye hipotesis.
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VI. OBJETIVOS

A. General

1. Desarrollar una prueba de facil aplicacion para la deteccion de contaminacion

fecal en agua para consumo humano mediante la determinacion de enterococos.

B. Especificos

1. Desarrollar una prueba rapida para determinar la presencia de enterococos en

agua para consumo humano.

2. Determinar la especificidad, sensibilidad, valores predictivos negativo y positivo de
la prueba para determinar la presencia de enterococos en agua y realizar el proceso de

validacion de la misma.



VII. MATERIALES Y METODOS

A. Universo
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Se analizé un total de 310 muestras de agua, provenientes de diferentes lugares de

la ciudad capital y el pais, que fueron transportadas al Instituto de Nutricion de Centro

América y Panama (INCAP) para determinar la presencia de enterococos.

B. Materiales

1. Instrumentos

Gradillas

Asas bacteriologicas

Pinzas

Cajas de Petri

Algodon

Papel filtro Whatman No.3
Bolsa plastica Nasco de 4 onzas
Papel parafilm

Papel parafinado

Filtros Millipore de 25 mm de diametro con poro de 0.45 um
Masking tape

Marcadores

Guantes descartables

2. Cristaleria

Tubos de vidrio con tapén de rosca
Pipetas de volumen 0.1, 1.0 y 10 mL
Erlenmeyers

Probetas

Frascos de vidrio o plastico autoclaveables de 100 mL



3. Equipo
= Autoclave
= Estufa
= Campana de flujo laminar
= Incubadora a 36 °C
= Incubadora de 45 °C
= Nefelometro de McFarland (0.5)
= Refrigeradora
= Balanza
= Vortex
»  Filtros para agua
* Bomba de vacio

=  Mechero Bunsen

4. Reactivos
=  Agua destilada
»=  Cloruro de sodio
=  Bilis de buey
=  Esculina
= (Citrato férrico amonico
= Peptona
» Extracto de levadura
» Azida de sodio
= Tiosulfato de sodio
*= Caldo infusion de cerebro corazon (BHI)
= Agar infusion de cerebro corazon (BHI)
= Agar Bilis Esculina Azida (BEA)
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5.  Microorganismos:
=  Enteroccocus faecalis ATCC 25925
=  Enterococcus faecium INV 19856
=  Escherichia coli ATCC 25922
= Enterobacter cloacae INV 84569
= Klebsiella pneumoniae INV 87486
= Vibrio cholerae ATCC 9459
= Staphylococcus aureus ATCC 25923

=  Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

C. Metodologia
1.  Formulacién del medio de cultivo

Para desarrollar la prueba rapida presencia-ausencia para deteccion de
enterococos en agua se formulé un medio de cultivo con base en los medios de cultivo
comerciales. Luego se impregnd 1 mL del medio formulado a un disco de papel filtro

Whatman No. 3 de 4 cm. de diametro, con base al estudio realizado por Ortiz (2).

2. Evaluacion de las condiciones de almacenamiento

Luego de impregnar el disco con el medio formulado, se realizaron pruebas para
evaluar la influencia de factores ambientales sobre el almacenamiento del mismo,
relacionando los factores tiempo y temperatura sobre la apariencia, color y

funcionalidad del disco.

3. Validacion de la prueba

Se analizaron un total de 310 muestras de agua por medio de la nueva metodologia
desarrollada, en correlacion con el método de filtracion por membrana para enterococos
descrito en Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (8). Las
muestras de agua se obtuvieron de diferentes fuentes: grifos de los departamentos de
Chimaltenango, Escuintla, Guatemala, Sacatepéquez y Zacapa; de piscinas de los
departamentos de Escuintla, Guatemala y Petén; de pozos artesanales cuya agua es

utilizada para consumo humano en los departamentos de Chimaltenango, El Progreso,
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Escuintla, Izabal, Guatemala, Sacatepéquez, Solola y Zacapa; ademas de rios de los
departamentos de Escuintla, Izabal, Guatemala, Sacatepéquez y Zacapa, y lagos de los
departamentos de Guatemala, lzabal, Petén, Solola y Zacapa. La obtencion de las
muestras se realizd durante los meses de agosto a diciembre de 2003 y se siguio el
procedimiento descrito en la literatura para recoleccion de muestras de agua
dependiendo de la fuente que se tratase. Para todas las muestras se utilizaron frascos
estériles, de plastico y boca ancha, que eran debidamente rotulados y transportados al
laboratorio para su analisis. Previo al analisis de las muestras se homogenizaban
vigorosamente y 100 mL eran depositados en el contenedor del equipo de filtracién en el
caso de la metodologia estandar, y aproximadamente 25 mL en la bolsa para la prueba
desarrollada. Con los resultados obtenidos se realizo el procedimiento de validacion de

la misma.

4, Técnicas para determinacion de enterococos
a. Técnica de Filtracion en Membrana para enterococos
= Filtrar 100 mL de agua a través de filtros Millipore con poro de 0.45 um.
Transferir el filtro a cajas de Petri con agar selectivo para enterococos. Dejar
las cajas en reposo por 30 minutos.
» |ncubar por 48 horas a 35 + 2 °C.
= Realizar un conteo de colonias obtenidas después de la incubacién. Utilizar, de
preferencia, una lampara fluorescente y lentes de aumento para el conteo.
Contar las colonias de enterococos en rangos de 20-60 colonias por caja, si se

desea. El resultado se reporta en niUmero de colonias por 100 mL de agua.

b. Prueba confirmatoria
= Seleccionar colonias tipicas de la membrana e inocular para aislamiento en agar
infusion de cerebro corazon (BHI). Incubar a 35 £ 0.5 °C por 24 a 48 horas.
» Transferir colonias a tubos de caldo BHI e incubar a 35 + 0.5 °C por 24 horas.
» Realizar la prueba de catalasa a las colonias aisladas. Un resultado negativo
indica que la colonia es miembro del grupo de estreptococos fecales.
» Realizar la tincion de Gram a las colonias aisladas. Los estreptococos fecales y

enterococos son cocos Gram positivo en cadenas cortas o en pares.
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» Transferir colonias del caldo BHI a los siguientes medios: Agar Bilis Esculina y
caldo BHI con 6.5% NaCl e incubar 35 + 0.5 °C por 48 horas, ademas de caldo BHI
incubando a 45 + 0.5 °C por 48 horas.

» El crecimiento de cocos Gram positivo, catalasa negativo, en agar Bilis Esculina,
BHI a 45 °C y en BHI con 6.5% NaCl indica que la colonia aislada pertenece al

grupo de enterococos.

D. Disefo de la investigacion
1.  Muestra y disefio de muestreo
El niUmero de muestras a analizar inicialmente fue de 280 y se obtuvo por la

siguiente formula:

Intervalo de confianza = 1 - a/2+71 - B
Limite de confiabilidad (95%)= o
Desviacion estandar = s2

Valores supuestos de:

Respuesta binomial (0.5) = PY(Q
q = 1-p
Entonces,
n = NC2 S2/ V2
NC = 1 - a/2+11 - B
NC = 3.33
o = 0.05
B = 0.20
v = 0.05
sz = p(q)
= 0.5
= 0.5
n = (3.33)%(0.25)2/(0.05)?
Por lo tanto,

n = 277.22
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Aproximando, el nimero de muestras final era de 280, sin embargo el total de las

muestras analizadas fue 310.

2. Analisis estadistico

Para llevar a cabo el proceso de validacion de la prueba desarrollada se analizo
310 muestras de agua provenientes de diferentes sectores de la ciudad capital y del
interior del pais. A las muestras se les determin6 la presencia de enterococos por la
prueba de presencia-ausencia y por medio de filtracion por membrana. Mediante el
analisis estadistico en el programa Epi Info 6.0 se obtuvo valores predictivos positivo y
negativo, sensibilidad y especificidad de la prueba desarrollada. La concordancia entre

ambas metodologias se comparo estadisticamente por la prueba de Kappa.
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Vil. RESULTADOS

A. Formulacion del medio de cultivo

El medio de cultivo fue formulado tomando como base los siguientes medios
comerciales para identificacion de enterococos: Slanetz-Bartley, agar Azida Dextrosa,
agar Bilis Esculina, agar Azida Plarpura de Bromocresol, agar Kanamicina Esculina y agar
KF, que presentan diferentes principios de reaccion. Se realizaron varias pruebas
combinando concentraciones de los componentes de los medios de cultivo y se observo
que la hidrélisis de la esculina es una de las reacciones mas sensibles para la deteccion
de enterococos, por lo que se tomd como base para el medio a desarrollar. En la Tabla
1 se presentan las combinaciones de componentes de los medios de cultivo, desde las
que tenian como base la fermentacion de glucosa e inhibicion de bacterias Gram
negativo por azida de sodio; hasta las diferentes pruebas que se realizaron utilizando la
hidrolisis de esculina.

Se escogieron los ingredientes que formarian parte del medio y se combinaron
varias concentraciones, que se confrontaron a las diferentes bacterias con el objetivo de
observar si eran capaces de dar una reaccion positiva que se interpretaba como un color
negro en el medio: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Vibrio cholerae ATCC 9459, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Klebsiella pneumoniae
INV 87486, Enterococcus faecalis ATCC 25925 Enterococcus faecium INV 19856 y
Enterobacter cloacae INV 84569. En la Tabla 2 se presentan los resultados obtenidos con
las combinaciones de ingredientes sobre las bacterias en estudio.

Los componentes finales del medio formulado fueron: peptona, extracto de
levadura, azida de sodio, cloruro de sodio, bilis, esculina, citrato férrico amonico y
tiosulfato de sodio. En la Tabla 3 se presentan las concentraciones de cada
componente.

Posteriormente se impregno el medio formulado en discos de papel filtro Whatman
No. 3 de 4 cm de didametro, como describe Ortiz (2). Previo a impregnar el medio, se
realizaba el procedimiento de esterilizacion de la campana de flujo laminar con alcohol
etilico al 70%, luego se colocaba papel aluminio y el papel filtro se dejaba irradiar por
luz ultravioleta durante 30 minutos. Después se sumergian los discos en el medio de

cultivo para que absorbieran aproximadamente 0.50 mL del mismo. Los discos tomaron
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un color verde en una tonalidad palida. Luego se dejaron secar sobre el area cubierta
con papel aluminio por 20 minutos. Finalmente los discos se colocaron, en condiciones
estériles, en bolsas Nasco de 4 onzas y se almacenaron a temperatura de refrigeracion
(4-8° C).

Se realizaron pruebas para evaluar la funcionalidad de la unidad disco-bolsa
relacionando el efecto del tiempo y la temperatura de almacenamiento. Se
almacenaron varias unidades durante tres meses a temperatura ambiente (25° C) y en
refrigeracion (4-8° (), evaluandose quincenalmente la funcionalidad del disco,
enfrentandolo con agua previamente inoculada con Enterococcus faecalis como control
positivo y con Escherichia coli como control negativo. En la Tabla 4 se muestran los
resultados obtenidos a diferentes tiempos de almacenamiento de los discos. Los discos
pueden ser almacenados por dos meses a temperatura ambiente y aun conservar la
capacidad de dar una reaccion positiva; sin embargo si son refrigerados esta capacidad
se mantendra por un periodo mayor de tres meses.

Al obtener la unidad disco-bolsa se realizaron pruebas para evaluar la capacidad
del medio de reaccionar con agua contaminada, para lo cual se inoculé 1 mL de
diluciones decimales de las bacterias en estudio anteriormente mencionadas, en
aproximadamente 19 mL de agua estéril, que después se anadian a la unidad disco-
bolsa. Este se incubo a 36° C por un periodo de 24 a 48 horas y al final del cual se
interpreto el resultado. Se consideré que la concentracion del medio era la adecuada
cuando se obtuvo una reaccién positiva sélo con enterococos y negativa con las otras
bacterias. La reaccion se interpretd como positiva cuando el agua se tornaba negra y
negativa cuando era amarilla. El nombre de la prueba fue disco-bolsa-enterococos y se
abrevio DBE.

B. Evaluacion de los limites de deteccion de la prueba

Para conocer la capacidad de deteccion de la prueba se realizaron diluciones

decimales (1:10" a 1:10° ) de Enterococcus faecalis ATCC 25925 y Enterococcus faecium

INV 19856 a partir de un estandar de McFarland 0.5. Se inoculd 1 mL de cada dilucién en
19 mL de agua para obtener un volumen final de 20 mL. La unidad disco-bolsa se incubd
por un lapso de tiempo de 24 a 48 horas a 36° Cy 42° C. Los enterococos estudiados

dieron reaccion positiva a ambas temperaturas y tiempos de incubacion.
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Para conocer el nUmero exacto de bacterias presentes en las diluciones decimales
se filtro 1 mL de las mismas a través de una membrana Millipore de poro de 0.45 um de

diametro; y que se coloco en agar Bilis Esculina Azida (BEA) para contar las bacterias por

mililitro. Se obtuvo 4 UFC/mL de E. faecium correspondiente a la dilucion 1:10° y de E.

faecalis fue 2 UFC/mL a la misma dilucion. Por lo tanto, la prueba fue bastante sensible

para detectar estas dos especies del grupo enterococos.

C. Validacion de la prueba

Para validar la metodologia desarrollada se analizaron 310 muestras de agua siendo
las siguientes: 174 provenientes de grifos, 25 de piscinas, 42 de pozos artesanales, 29 de
lagos y 40 de rios. La recoleccidon de las muestras se realizo en frascos de plastico, de
boca ancha, estériles y de la manera descrita en la literatura para cada una de las
fuentes analizadas (14). Las muestras fueron transportadas en refrigeracion al
laboratorio para su posterior analisis. Para cada una de las 310 muestras se realizd la
determinacion de enterococos por filtracion por membrana y la prueba desarrollada de
presencia-ausencia, incubando esta ultima a 36° Cy 42° C por 24 a 48 horas.

Se considerd un resultado como positivo por la metodologia DBE, cuando después
de 48 horas de incubacion, el agua contenida en la unidad disco-bolsa tomaba un color
negro; el resultado era negativo, cuando después 48 horas de incubacion, el color del
agua era amarillo. Se interpretdé un resultado positivo por filtracion por membrana
cuando se obtenian colonias rojas caracteristicas después de 48 horas de incubacion a
42° C, y que posteriormente eran identificadas como bacterias del grupo Enterococcus
por el procedimiento descrito en la metodologia. Se obtuvo un total de 141 muestras
positivas por filtracion por membrana y 169 negativas. La prueba BDE dio como
resultado 170 muestras positivas a las 24 horas de incubacion a 36° C, y 189 positivas a
las 48. A 42° C se obtuvo 159 y 171 muestras positivas a las 24 y 48 horas de incubacion,
respectivamente; los resultados se muestran en la Tabla 5.

Se realiz6 la determinacion de cloro residual a 149 muestras de grifos; de las
cuales en 21 fueron positivas por filtracion por membrana y 47 lo fueron por DBE. De las
muestras positivas por filtracion por membrana 20 presentaron una concentracion de
cloro menor o igual a 0.5 mg/L y solamente 1 presenté mas de 0.5 mg/L de cloro. En la

Tabla 6 se muestran los resultados.
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Para obtener la especificidad y sensibilidad de la metodologia se utilizd el
programa Epi info 6.0. La sensibilidad obtenida fue de 95.0% tanto a 36° C como a 42° C
a las 24 horas de incubacion; a las 48 horas aument6 a 98.6% a 36° Cy 99.3% a 42° C. La
especificidad a las 24 horas fue de 78.7% a 36° Cy de 85.2% a 42° C; y a las 48 horas fue
de 70.4% a 36° Cy de 81.7% a 42° C. Los resultados de validacion se presentan en la
Tabla 7.

Con la metodologia de DBE se obtuvo un total de 53 falsos positivos, de los cuales
se logro recuperar e identificar a 23 muestras por medio de la metodologia automatizada
Microscan Dade Behring®. Las bacterias identificadas fueron Enterobacter cloacae
(17.4%), Klebsiella rhinoscleromatis (13.0%), Aeromonas xylosoxidans (13.0%), Serratia
marcensens (8.70%), Escherichia coli (4.3%), Estreptococos del Grupo viridans (13.0%) y

Enterococcus spp. (30.4%); los resultados se presentan en las Tablas 8 y 9.



Tabla 1

Formulaciones del medio de cultivo desarrollado
para la unidad disco-bolsa para enterococos (DBE)

Identificacion de las formulaciones

Ingredientes g/100 mL 110 210 310 111 211 311 411 511 611 711 112 212 312 412 103 203 303 403

Azida de sodio 0.06 0.74 0.3 0.01 0.01 0.03 0.04 0.06 0.03 03 03 03 03 02 0.2 04 0.8 1
Bilis de buey 4 04 2 4 2 2 4 4 4 4 4 4 8 8 8
Citrato férrico amodnico ----  ---- 0.05 0.01 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.1 0.2 0.05 0.05 0.05 0.6 1 1 1
Cloruro de sodio 6.5 7.5 65 0.65 0.65 0.65 0.65 0.65 0.65 6.5 6.5 0.1 0.1 0.65 0.65 1 1 1
Dextrosa 5 I e T T T R R T s
Esculina ---- ---- 0.1 0.03 0.06 006 01 01 01 05 0.2 01 0.1 0.1 1 0.6 1 1
Extracto de levadura A L T 5 - 5 10 10 10
Fosfato di potasico 0.2 ---- mmen e e e e e e e een ee e e s e e e
Glicerol 0.5 1% sor e eesnemes o enen o enenaeen e e e el
Peptona 2 5 5 05 1 1 1 1 1 5 5 5 5 10 2.5 10 10 10
Parpura de Bromocresol 4.5% 1% seee e e e e e e e e e e e e e e e
Sales biliares T el T e e e ST e e
Tiosulfato de sodio 0.58 0.64 056 0.1 05 05 05 05 05 06 06 06 06 05 05 06 06 0.6
Tween 80 0.2* 0.2*
ph ---- 656 693 679 7 691 6.8 6.87 6.86 6.12 6.37 6.07 6.10 6.81 6.10 5.94 6.07 6.02

110 - 403: lotes de medio de cultivo preparado, * cantidad expresada en mL

Fuente: datos experimentales
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Tabla 2

Resultados cualitativos de las formulaciones del medio para la unidad disco-bolsa para
enterococos (DBE) desarrollado con diferentes bacterias

Identificacion de las formulaciones

Bacterias a prueba 110 210 310 111 211 311 411 511 611 711 112 212 312 412 103 203 303 403

P N P N

=z
=z
=z
=z
=z
=z
=z
=z
=z
=z
=z

Aeromonas hydrophila
Enterobacter cloacae
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Staphyloccus aureus
Vibrio cholerae

i 9UZUVTUo
I UZTUVTUo
I ZZUWwUoOzZ
ZzZUOvUoOZz

1
N
N
p
p
N
N
N
N
N

o O
ZzZzzZzzZzZ3gx3<

N
N
P
>
N
N
N
N
N

ZZZZZZZZ
Z2ZZZZZZZ
ZZZZZ74UY7UZ
ZZZUVZ7U7UZ
ZZZZZ 7V 7UvZ
ZZZ0UUZ™TUTUTUo
Z2ZZZZZZZ
Z2ZZZZZZZ
ZZ YU 7UvUUuU7UouZ
Z2ZZZZ 49 UvZ

110 - 412: lotes de medio de cultivo preparado; N: negativo (color amarillo), P: positivo (color negro intenso), DP: reaccion débil positivo (color
negro tenue)

Fuente: datos experimentales



Tabla 3

Composicion final del medio de cultivo
unidad disco-bolsa para enterococos (DBE) desarrollado

Ingrediente Cantidad g/100 mL

Peptona 10.0
Extracto de levadura 10.0

Bilis 8.0

Esculina 1.0

Citrato férrico amonico 1.0
Tiosulfato de sodio 0.6

Cloruro de sodio 1.0

Azida de sodio 1.0

pH 6.07 £ 0.5

Fuente: datos experimentales



Evaluacién del tiempo y temperatura de almacenamiento
sobre la estabilidad de la prueba DBE

Tabla 4

25°C 4-8 ° C
Tiempo Condicion fisica Condicion fisica
en dias de disco CP CN de disco CP CN
15 Estable + - Estable + -
30 Estable + - Estable + -
45 Estable + - Estable + -
60 Estable + - Estable + -
Inestabilidad de
75 color + + Estable +
Pérdida de
humedad e
inestabilidad de Estable
90 color + + +

36

CP: control positivo Enterococcus faecalis ATCC 25925, CN: control negativo Escherichia coli ATCC 25922, +: reaccion positiva (color negro

intenso), -: reaccion negativa (color amarillo)

Fuente: datos experimentales
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Tabla 5

Muestras positivas y negativas obtenidas por
Filtracion por Membrana y Prueba Desarrollada (DBE)

Temperatura y tiempo de incubacion

FM42 ° C DBE 36 ° C DBE 42 ° C

24 horas 48 horas 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas

Fuente de agua - + - + - + - + - + - +
Grifos 162 12 141 33 126 48 107 67 132 42 116 58
Piscinas 25 0 16 9 8 17 8 17 15 10 15 10
Pozos 42 0 8 34 5 37 4 38 3 39 4 38

Rios 2 38 2 38 1 39 1 39 1 39 1 39
Lagos 8 21 2 27 0 29 0 29 1 28 1 28
Total 239 71 169 141 140 170 120 190 152 158 137 173

DBE: disco-bolsa-enterococos, FM: filtracion por membrana, +: niUmero de muestras que presentaron reaccion positiva,

-: nimero de muestras que presentaron reaccion negativa

Fuente: datos experimentales



Tabla 6

Determinacion de cloro residual y su correlacion con la presencia de enterococos
en algunas muestras provenientes de grifos

FM42 ° C DBE 36 ° C DBE 42 ° C

24 horas 48 horas 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
Concentracion de
. + - + - + - + - + - +
cloro residual

<0.5 95 8 83 20 71 32 57 46 79 24 66 37
>0.5 46 0 45 1 45 1 45 1 44 2 44 2
Total 141 8 128 21 116 33 102 47 123 26 110 39

FM: filtracion por membrana, DBE: prueba desarrollada, +: nUmero de muestras positivas, -: nimero de muestras negativas

Fuente: datos experimentales

38
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Tabla 7

Resultados de validacidon de la prueba desarrollada por los diferentes tiempos
y temperaturas de incubaciéon

N de muestras a diferentes condiciones de incubacion

36° C/24 horas 36° C/48 horas 42° C/24 horas 42° C/48 horas

VP 134 139 134 140

VN 133 119 144 138

FP 36 50 25 31

FN 7 2 7 1

S 95.0% (89.7-97.8)  98.6%(94.4-99.8) 95.0%(89.7-97.8) 99.3%(95.5-100.0)

E 78.7 %(71.6-84.5)  70.4%(62.8-77.1) 85.2%(78.7-90.0) 81.7%(74.8-87.0)
VPP 78.8%(71.8-84.6)  73.5% (66.6-79.6)  84.3%(77.5-89.4) 81.9%(75.1-87.2)
VPN 95.0%(89.6-97.8)  98.3% (93.6-99.7)  95.4%(90.3-98.0) 99.3%(95.5-100.0)

K 0.72 (0.65-0.80) 0.67 (0.58-0.75) 0.80 (0.73-0.86) 0.81 (0.73-0.85)

VP: verdaderos positivos, VN: verdaderos negativos, FP: falsos positivos, FN: falsos negativos, S: sensibilidad, E: especificidad, VPP: valor predictivo
positivo, VPN: valor predictivo negativo, K: indice Kappa

Fuente: datos experimentales
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Tabla 8

Microorganismos que presentaron reaccion cruzada con la prueba DBE

Fuente de muestras

Grifos Piscinas Pozos Rios Lagos Total

Bacteria N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Aeromonas xylosoxidans 3 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 3 (13.0)
Enterobacter cloacae 4 (17.4) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 4 (17.4)
Enterococcus spp. 6 (26.1) 0 (0.0) 1(4.3) 0 (0.0) 0 (0.0) 7 (30.4)
Escherichia coli 0 (0.0) 1(4.3) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 1(4.3)
Klebsiella rhinoscleromatis 0 (0.0) 0 (0.0) 2 (8.7) 1(4.3) 0 (0.0) 3 (13.0)
Serratia marcensens 1(4.3) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 1(4.3) 2 (8.7)
Streptococcus grupo viridans 2 (8.7) 0 (0.0) 0 (0.0) 1(4.3) 0 (0.0) 3 (13.0)

Total 16 (69.6) 1(4.3) 3 (13.0) 2 (8.7) 1(4.3) 23 (100.0)

Fuente: datos experimentales
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Tabla 9

Numero de muestras que presentaron reaccidon cruzada (resultado falso positivo) por la
prueba DBE en los diferentes tiempos y temperaturas de incubacion

36° C 48° C

Bacteria 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
Aeromonas xylosoxidans 2 1 1
Enterobacter cloacae 1
Enterococcus spp. 4
Escherichia coli 1
Klebsiella rhinoscleromatis 1
Serratia marcensens 2

1

- O O O N O O

1
3
0
1
0
1

O O O O = Ww

Streptococcus grupo viridans

Fuente: datos experimentales
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

El objetivo de esta investigacion fue desarrollar una metodologia de facil
aplicacion y bajo costo que permitiera la deteccion de enterococos en agua para
consumo, basado en el estudio de Ortiz (2). La metodologia consistio en un disco de
papel filtro que contenia impregnado un medio de cultivo el cual permitio la
identificacion de los enterococos. El disco estaba contenido dentro de una bolsa
plastica estéril a la cual se anadié aproximadamente 20 mL del agua para analisis.

Al entrar en contacto el agua con el disco, ésta tomd un color amarillo palido.
Dicho color se intensificé conforme aumenté el tiempo de incubacion y se mantuvo si la
muestra no contenia enterococos interpretandose como un resultado negativo. Si el
agua contenia bacterias del grupo Enterococcus la reaccion fue positiva y se observé de
color negro.

Para formular el medio de cultivo se tomd como base la composicion de los medios
de cultivo comerciales para identificacion de enterococos, tanto en caldo de cultivo
como en agar. Los principios de reaccion de algunos de estos medios de cultivo se
presentan en el Anexo 4. Al inicio se utilizd como fundamento la fermentacion de la
glucosa pero con ésta no se logré ningln resultado satisfactorio. Se eligido entonces,
como reaccion fundamental del medio, la hidrolisis de la esculina por ser una de las que
mejor evidencia la presencia de enterococos y se tomo como base la composicion de los
medios de cultivo que la tuvieran como principio. En presencia de bilis los enterococos,
principalmente, hidrolizan la esculina en glucosa y esculetina que reacciona con los
iones férricos aportados por el citrato férrico amonico formando un complejo de color
negro que se difunde en el area. Se realizaron pruebas con diferentes ingredientes para
definir cuales serian los que formarian parte del medio, que permitiera que solo los
enterococos evidenciaran una reaccion positiva. Estos componentes se mezclaron en
agua destilada que se calentaron hasta ebullicion para su disolucion. Al inicio las
pruebas eran en tubos con 5 mL de caldo, a cada uno de los cuales se les inoculd una
bacteria de prueba. Estas bacterias eran S. aureus y E. coli como controles negativos,
A. hydrophila, E. cloacae, K. pneumoniae, V. cholereae y P. aeruginosa como otras
bacterias que hidrolizan la esculina; finalmente se utilizaron dos especies de

enterococos, E. faecalis y E. faecium. Todas se incubaron por 48 horas a 36° C. Al
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establecer los componentes que formarian parte del medio, se procedié a impregnar los
discos de papel filtro con el medio formulado, y posteriormente se realizaron pruebas en
agua inoculada in vitro con las bacterias en estudio con el objetivo de observar si el
medio era capaz de evidenciar la presencia de enterococos e inhibir a las otras
bacterias. Después de varias pruebas el disco funciondé adecuadamente siendo los
enterococos los Unicos que daban reaccion positiva. Los componentes finales del medio
fueron: extracto de levadura y peptona como nutrientes; bilis, citrato férrico amonico y
esculina como ingredientes fundamentales de la reaccion; tiosulfato de sodio para
inactivar el cloro y asi poder utilizar la prueba en aguas cloradas; también se utilizo
azida de sodio y cloruro de sodio como sustancias inhibidoras. La azida de sodio es un
inhibidor de bacterias Gram negativo y sirve para evitar reacciones falsas positivas,
ademas, es un preservante que aumenta el tiempo de vida de la prueba. Sin embargo la
azida sodica es toxica y requiere extrema precaucion al momento de su manipulacion.
Algunos autores han revelado que altas concentraciones de azida de sodio pueden
resultar inhibitorias para algunos estreptococos fecales, y aunque no se dice claramente
que en los enterococos tenga el mismo efecto, no se consider6 adecuado seguir
aumentando su concentracion debido a su toxicidad (5).

Después de obtener la composicion final del medio y de realizar la evaluacion del

limite de deteccion se concluyé que la prueba es capaz de detectar 2 UFC/mL de E.

faecalis equivalente a una dilucion de 1:10° bacterias y 4 UFC/mL de E. faecium, que

también correspondi6 a un factor de dilucion de 1:10° . El medio es altamente sensible

a concentraciones bajas de enterococos y esto pudo evidenciarse en el proceso de
validacion.

Se realizaron evaluaciones periddicas sobre el medio de cultivo para conocer su
capacidad de deteccion después de ser almacenado a diferentes tiempos vy
temperaturas. La temperatura 6ptima de almacenamiento fue de 4 a 8 C por un
periodo hasta de tres meses. Si la unidad se almacenaba a temperatura ambiente el
disco se opaca y endurece su textura, perdiendo la funcionalidad. Este cambio en el
comportamiento del disco puede deberse a que los componentes del medio de cultivo
son inestables luego de cierto tiempo de almacenamiento a temperaturas mas altas de

8° C. Por ejemplo, la esculina es un derivado glucosidico de la cumarina (6-B-glucosido-
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7-hidroxicumarina). Los dos residuos de la molécula (glucosa y 7-hidroxicumarina) se
encuentran unidos por una union éster de oxigeno. Es posible que la estructura quimica
de la esculina, -que es un componente esencial para la reaccidén- sea susceptible de
reaccionar con algun otro elemento presente en la muestra o incluso en el mismo medio
de cultivo. También se ha reportado cambios en la concentracion de azida de sodio en
los medios de cultivo dependiendo de la temperatura a la que estos sean sometidos (34).
Almacenado a temperatura ambiente el disco mantuvo su capacidad de reaccion por dos
meses, pero pasado este tiempo aumento la probabilidad de presentar falsos positivos.
Por lo tanto es recomendable utilizar el disco antes de tres meses de su fabricacion y
que sea almacenado a temperaturas de refrigeracion (4-8 C).

Para la validacion de la metodologia se analizarian, en un principio, 280 muestras
tanto por la prueba DBE como por filtracion por membrana que es el método estandar
para identificacion de enterococos. Sin embargo, el nUmero de muestras aumentoé ya
que se obtuvieron varios resultados falsos positivos. Finalmente se analizaron 310
muestras las cuales provenian de grifos (56.1%), piscinas (8.1%) pozos (13.5%), rios
(12.9%) y lagos (9.4%) de diferentes lugares del pais. Se escogieron esas fuentes por
considerarse que a nivel nacional la mayor parte de la poblacién utiliza agua de consumo
proveniente de alguna de ellas. Los grifos y pozos son fuentes directas de consumo
humano y las piscinas, rios y lagos son considerados como aguas recreacionales y los
enterococos son los microorganismos indicadores, por excelencia, en este tipo de aguas
(1, 3, 11, 21,23).

El comportamiento de la prueba vario segln las diferentes fuentes de las muestras
de agua. En el Anexo 8 se presentan los resultados obtenidos a 42° C a las 48 horas de
incubacion. Entre las muestras de grifos se encuentran el mayor nimero de falsos
positivos (43.4%). Las aguas de pozos también presentaron falsos positivos, pero
solamente un 9.4%. Con estos resultados no puede llegarse a conclusiones validas
debido a que el nUmero de muestra es muy pequeno. Para validar la prueba DBE por
fuente de agua debe aumentarse la cantidad de muestras a estudiar, principalmente en
aquellas en que los falsos positivos sean mayores. Lo que si puede concluirse con las
tabulaciones presentadas en el Anexo 8 es que la prueba DBE presenta alta capacidad
para detectar pequenas concentraciones de enterococos en aguas de consumo

provenientes de cualquier fuente.
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No se observo una influencia marcada de la concentracién de cloro residual en las
muestras de grifos a las que se les determind la concentracién de este elemento.
Incluso muestras que presentaron concentraciones mayores a 0.5 mg/L fueron positivas
con la metodologia DBE. Esto indica que altas concentraciones de cloro no interfieren
con el medio de cultivo y que la metodologia puede utilizarse en aguas cloradas. Sin
embargo es necesario realizar un analisis de mayor profundidad de la influencia de cloro
residual sobre la prueba para llegar a conclusiones mayores.

Los factores de tiempo y temperatura de incubacion fueron decisivos. Segun los
resultados obtenidos por filtracion por membrana, los verdaderos positivos fueron 141.
Con la metodologia DBE, a 36 C a las 24 horas de incubacidn, se obtuvo 134 muestras
positivas y 139 a las 48 horas de incubacion. Esto significa que 5 muestras requirieron de
24 horas mas de incubacion para que la prueba las detectara como positivas y 2 (falsos
negativos) nunca llegaron a serlo. Las muestras negativas a 36 C a las 24 horas fueron
133; y a las 48 horas fueron 119 de las 169 reportadas en la filtraciéon por membrana.
Por lo tanto los falsos positivos a esta temperatura fueron 50, de los cuales 36 fueron
positivos a las 24 horas de incubacion y otras 14 muestras lo fueron a las 48 horas. Al
aumentar el tiempo de incubacion se increment6é también la posibilidad de que otras
bacterias que hidrolizan la esculina reaccionaran con el medio de cultivo dando
resultados falsos positivos. Esto se evidencio de mejor manera al observar los valores de
sensibilidad y especificidad a las 24 horas de incubacion que corresponden a 95.0% vy
78.7%; comparandolos con los resultados obtenidos a las 48 horas que son de 98.6% y
70.4% (ver Tabla 7).

Los resultados positivos obtenidos a 42" C fueron 134 y 140 a las 24 y 48 horas de
incubacion. Esto equivale a 7 falsos negativos a las 24 horas y 1 falso negativo a las 48
horas. Los falsos positivos aumentaron de 25 a 31 a los diferentes tiempos. El
comportamiento observado, a ambas temperaturas, fue que conforme aumentaba el
tiempo disminuyo la especificidad y aumentoé la sensibilidad de la prueba. A 42° C los
resultados de sensibilidad y especificidad a las 24 horas fueron de 95.0% y 85.2%; y los
obtenidos a las 48 horas correspondieron a 99.3% de sensibilidad y 81.7% de
especificidad (ver Tabla 7). Al igual que a 36° C, a mayor tiempo de incubacion,
aumento la probabilidad de encontrar reacciones falsas positivas y disminuir la

especificidad. El incremento en la temperatura fue un factor decisivo en la



46

especificidad de la prueba y no afectd a los enterococos, ya que estos crecen facilmente
a 42° C como se manifiesta en varios medios de cultivo utilizados para su identificacion
(ver Anexo 4). A esta temperatura se presentaron menos falsos positivos; y la
sensibilidad de la prueba fue mayor, principalmente a las 48 horas de incubacion. Estos
valores de sensibilidad y especificidad significaron que si en la muestra se encuentran
bacterias del género Enterococcus, éstos seran detectados por la prueba DBE, ain en
concentraciones pequenas. Pero algunas veces, otras bacterias presentes en el agua
podrian dar un resultado positivo. La mayor parte de las reacciones falso positivo se
dieron a 36 C por ser esta una temperatura a la que la mayoria de las bacterias
presentan su crecimiento éptimo (9). Estos resultados se presentan en las Tablas 8 y 9.
El nimero de muestras falsas positivas fue 53 (17.1%), es decir, que por la
metodologia estandar fueron negativas, pero que dieron un viraje de color por la prueba
DBE. De estas bacterias, se logro recuperar a 23 (43.4%) y se identificaron por un
método automatizado (ver Tabla 8 y 9). La mayor parte de estas bacterias no
pertenecieron al grupo Enterococcus, pero si fueron capaces de hidrolizar la esculina.
De acuerdo a la literatura, un 30% de las cepas de Enterobacter cloacae, el 95% de
Serratia marcensens, 30% de Klebsiella rhinoscleromatis, 5% de Escherichia coli y 5% de
los estreptococos del grupo viridans son capaces de hidrolizar la esculina. Del género
Aeromonas se reporta a la especie hydrophila como bilis esculina positivo. El 30% de las
bacterias identificadas pertenecian al género Enterococcus spp. y no fueron detectadas
por filtracion por membrana, pero si por la metodologia DBE. Es posible que algunas
cepas silvestres de enterococos se encuentren danadas, y al ser sometidas al estrés del
laboratorio no se desarrollen en medios tan selectivos como es el mE agar, utilizado
como estandar para filtracion (8). Estos resultados confirman la alta sensibilidad de la
prueba desarrollada, que incluso fue capaz de detectar menores concentraciones de
enterococos que la metodologia estandar. Segun la Enviromental Protection Agency
(EPA) de los Estados Unidos, la especificidad del medio de cultivo utilizado en la
filtracion por membrana presenta un 6.0 % de falsos positivos y 6.5 % de falsos negativos
para aguas de diversos ambientes (3). Estos datos indican que existe probabilidad de
que la prueba de referencia reporte como positivo o negativo muestras que no lo son.
En este caso se reportd como negativo a muestras que en realidad si contenian bacterias

del grupo Enterococcus, y estas muestras si fueron detectadas como positivas por la
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metodologia DBE. En este tipo de metodologias, en las que se evalua calidad del agua,
es importante que la sensibilidad sea alta, debido a que las consecuencias de presentar
un falso negativo son de mayor gravedad que las de un falso positivo. Al evaluar la
calidad microbiologica del agua lo que se mide es la presencia o ausencia de
microorganismos que vayan potencialmente a ocasionar una infeccion a la persona que
la utiliza, y en agua potable se requiere que ni siquiera existan esos microorganismos. El
hecho de que esta metodologia detecte pequeias concentraciones de enterococos, la
hace atil y apta para tamizajes de aguas supuestamente potables. Una reaccion
negativa indica ciertamente que el agua no contiene enterococos que son indicadores de
contaminacién fecal de origen humano o animal; una reacciéon positiva manifiesta la
presencia de enterococos, y que existe la probabilidad de que se encuentren otras
bacterias que no pertenecen a este grupo, pero que contaminan el agua haciéndola no
apta para el consumo.

Con los resultados se obtuvo el porcentaje de exactitud del método de referencia
fue del 95.9% con intervalos de confianza de 92.7 a 99.1% (ver Anexo /). No es parte de
los objetivos de este estudio hacer un analisis sobre la efectividad de la filtracion por
membrana, pero si puede mencionarse que la metodologia de referencia presentd
algunos fallos en cuanto a su sensibilidad. Sin embargo, para hacer afirmaciones sobre
la filtracion por membrana se requiere de estudios que evalien y comparen su
efectividad frente a otros métodos alternativos para la deteccion de los enterococos.

Estadisticamente la prueba DBE desarrollada presenta buena concordancia con la
metodologia estandar segun el indice Kappa. En la Tabla 7 se presenta los diferentes
valores de k. La mejor concordancia entre metodologias se obtuvo a 42" C luego de 48
horas de incubacién. A 36 C la concordancia fue buena, aunque no presenté un indice k
tan alto como el obtenido a 42" C. Lo que confirma que estas condiciones de incubacién
hacen mas selectiva a la prueba DBE.

En cuanto al tiempo de incubacion, el resultado positivo dependia de la
concentracion de enterococos presentes en la muestra. Cuando el nimero de UFC/100
mL era mayor de 3 el cambio de color se presentaba a las 24 horas. En la mayoria de
muestras en que el nimero de bacterias aisladas fue menor de 3 UFC/100 mL el cambio
de color iniciaba a las 24 horas pero la reaccion era débilmente positiva. El color negro

intenso aparecia hasta las 48 horas.
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El medio de cultivo formulado contiene un alto porcentaje de dos elementos
nutritivos: peptona y extracto de levadura. Estos favorecen el crecimiento de bacterias
que pueden encontrarse en mayores concentraciones que los enterococos en el agua. La
literatura reporta a varias bacterias que presentan la capacidad de hidrolizar la esculina,
a pesar de que esta reaccion se utiliza para identificar enterococos y estreptococos del
grupo D (9). Entre estas bacterias se encuentran algunas que pueden aislarse de
muestras de agua; la reaccion de hidrolisis de la esculina no es exclusiva de enterococos
o estreptococos fecales. De acuerdo con los resultados obtenidos se infiere que la
concentracion de inhibidores presentes no es suficiente para evitar que otras bacterias
den resultado positivo. Estas bacterias son todas aquellas que se encuentran en grandes
cantidades en la muestra, hidrolizan la esculina y no son inhibidas por la azida de sodio
presente en el medio. Por lo tanto, esta metodologia puede ser mas aplicable para el
analisis de agua de bebida en la que los criterios de calidad microbiologica son mas
exigentes y encontrar cualquier tipo de microorganismo es importante.

Para hacer mas selectiva la prueba DBE, a la composicion del medio puede
agregarse algun antibidtico contra bacterias Gram negativo. No se recomienda
aumentar la concentracion de azida de sodio, debido a su alto costo y toxicidad, lo que
implica un riesgo al manipulador. Otra alternativa para mejorar la metodologia puede
ser utilizar otras reacciones como principio de la prueba para lograr la identificacion de
enterococos. Algunas de éstas son: la fermentacion de la glucosa y su deteccion por
viraje de algun indicador de pH, resistencia de los enterococos a altas concentraciones
de cloruro de sodio, reduccion del cloruro de 2, 3,5- trifenitetrazolio y la utilizacion de
substratos cromogénicos como el 4-metilumbelifenil-B-D-glucdsido (MUD) que es
hidrolizado por la actividad de la enzima B-glucosidasa con produccion de fluorescencia
azul a 366 nm. Sin embargo, la mas utilizada es la hidrélisis de la esculina (8, 17, 18),
por lo que la adicion de un antibidtico para bacterias Gram negativo seria la mejor
opcion para mejorar la especificidad de la prueba.

La formulacion y metodologia DBE cumple en la totalidad con los objetivos
propuestos. Se obtuvo una prueba de bajo costo, rapida, sencilla y de muy facil
aplicacion con una alta sensibilidad para la determinacion de enterococos en agua.
Aunque no se obtuvo un alto porcentaje de especificidad, la prueba puede utilizarse

para tamizajes y analisis de aguas supuestamente potables, las cuales no deben contener
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ningln microorganismo nocivo para la salud. Ademas, su uso no requiere de personal
altamente calificado, sino solamente con un nivel de entrenamiento basico en
recoleccion y manejo de muestras. Esta prueba (DBE) puede utilizarse en areas rurales
en donde la mayoria de laboratorios no cuentan con el equipo e infraestructura
requeridos para analisis por metodologias estandar, y sin embargo, es donde se presenta

la mayor parte de contaminacioén microbioldgica del agua para consumo.
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X. CONCLUSIONES

La reaccion de hidrélisis de esculina fue la base para la preparacion del medio de
cultivo de la prueba DBE debido a su alta sensibilidad para evidenciar la presencia

de enterococos.

Las condiciones Optimas de almacenamiento de la prueba DBE son tres meses a
temperatura de refrigeracion (4-8° C) y son necesarias para mantener la

funcionalidad de la misma.

La prueba DBE puede utilizarse en aguas cloradas ya que no se observo una
influencia significativa de concentraciones de cloro residual incluso mayores de 1.5

mg/L.

Las condiciones de incubacion donde se obtuvo los mas altos porcentajes de
sensibilidad, especificidad, valores predictivos y la mejor correlacion con la

metodologia estandar fueron a 42° C por 48 horas.

La sensibilidad de la prueba DBE a 42° C y luego de 48 horas de incubaciéon es de
99.3%; lo que le permitié detectar bacterias del grupo Enterococcus, inclusive en
muestras reportadas como negativas por la metodologia estandar de filtracion por

membrana.

La prueba DBE es una metodologia de bajo costo y facil aplicacion para la
determinacion de enterococos en agua y es de mayor utilidad para la investigacion
de potabilidad de agua en lugares donde no se presentan las condiciones para

realizar la metodologia de analisis de referencia.
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XI. RECOMENDACIONES

Reforzar la composicion del medio de cultivo incluyendo algun antibiético contra
bacterias Gram negativo para evitar la interferencia de otras bacterias con la
prueba DBE.

Incubar las muestras analizadas por la prueba DBE a 42 °C y descartar como negativo

después de 48 horas de incubacion.

Utilizar la metodologia desarrollada para el analisis de agua de bebida en la que los

requerimientos microbioldgicos son altamente exigentes.

Realizar estudios que demuestren la eficacia de los enterococos como indicadores
alternativos de contaminacion fecal en Guatemala, para asi lograr su inclusion en la
norma COGUANOR.

Promover el uso de la prueba DBE en lugares que no reunen las condiciones

adecuadas para realizar analisis de aguas por las metodologias convencionales.

Desarrollar metodologias alternativas de facil aplicacion para deteccion de otros
indicadores de contaminacion fecal, facilitando el analisis microbioldgico de agua en

el interior del pais.
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Xlll. ANEXOS

Anexo 1

Especies de bacterias pertenecientes
al grupo Enteroccocus

Especie Fecha de
descubrimiento

E. faecalis 1984
E. faecium 1984
E. avium 1984
E. casseliflavus 1984
E. durans 1984
E. gallinarum 1984
E. malodoratus 1984
E. hirae 1985
E. mundtii 1986
E. raffinosus 1989
E. solitarius 1989
E. pseudoavium 1989
E. cecorum 1989
E. columbae 1990
E. saccharolyticus 1990
E. dispar 1991
E. sulfureus 1991
E. seriolicida 1991
E. flavescens 1992

Fuente: Facklam, RR and Daniel F. Sahm. Enterococcus. In Manual of Clinical Microbiology. 7*".
Ed. Washington, D.C. ASM Press.
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Anexo 2

Comparacion entre diferentes Guias de Calidad de Agua Potable

Normas Unién EPA COGUANOR
Indicadores de Europea Guidelines NGO 29
contaminacion fecal /100 mL agua * /100 mL agua * /100 mL agua
E. coli 0 0 0
1 colonia*
Bacterias coliformes 0 0 3 NMP «
Enterococos 0 0 NE ©

*  Filtracion por membrana
o Fermentacion por tubos multiples (NMP)

® No establecido en la norma

Fuente: World Health Organization. Guidelines for Drinking Water Quality. Council Directive
98/83/EC of November 1998 on the Quality of Water intended for Human Compsumtion.

Norma Guatemalteca Obligatoria. Agua potable. Especificaciones. Comision Guatemalteca de
Normas COGUANOR.
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Anexo 3

Frecuencia de toma de muestras para aguas de consumo humano

. . No. de muestras que debe recolectarse
Poblacién abastecida
mensualmente

1 muestra
Menos de 5,000

5,000-100,000
mas de 100,000

1 muestra por cada 5,000 personas
1 muestra por 10,000 personas, mas 10

muestras adicionales

Fuente: World Health Organization. Guidelines for Drinking Water Quality.



Anexo 4

Algunos medios de cultivo comerciales para identificacién de
bacterias del grupo enterococos

Nombre del Medio Principio de reaccion
Se basa en la resistencia de los enterococos
a concentraciones elevadas de sal.
La microbiota acompanante se inhibe con
azida de sodio
Fermentacion de glucosa por los
enterococos, con produccion de acido lo que
hace un viraje del pH que es detectado por

Agar Azida Dextrosa

Agar Purpura de

Bromocresol el indicador. La fermentacién es aumentada
por el glicerol.
Los enterococos hidrolizan la esculina de
Agar Kanamicina- glucdsido a esculetina y glucosa. La
Esculina esculetina forma complejos de color con el

hierro.
Hidrolisis de esculina con formacion de
complejos de color negro.
Los enterococos reducen el TTC formando
complejos de color rojo oscuro.

Agar Bilis Esculina

Agar KF

59



Anexo 5

COMPOSICION DE MEDIOS DE CULTIVO COMERCIALES g/1L

60

Ingredientes AAD mE

AKF

AKE

BEA

APB

SBA

DBE

Agar-agar 15
Azida de sodio 0.2 0.15
Bilis de buey

Citrato férrico amonico

Citrato sodico

cloruro de 2,3,5
trifeniltetrazolio (TTC)

D (+) glucosa 7.5

Esculina 1

Extracto de carne 4.8

Extracto de levadura 30
Fosfato dipotasico

Fosfato potasico

Glicerofosfato de sodio

Glicerol

Lactosa

Maltosa

NaCl 7.5 15
Peptona de carne

Peptona de caseina 15

Peptona de soya

Peptona proteosa

Purpura de bromocresol

Sulfato de Kanamicina

Tiosulfato de sodio

pH 7.2 7.1

Condiciones de
incubacion

0.15

48h/37° 48h/42 °

48h/37°

15
0.4

0.1

10

10

20

10

0.015

7.2

15

0.5
0.15

20

0.02

7.1

72 h/37°

14.5

40
0.5

6.6

72h/37°

10
2.7
2.7

10

0.032

7

48 h/37°

10

0.4

0.1

0.4

7.1

48h/37°

10
80
10

10

100

10
100

6
6.02

24h/42°

AAD: agar azida dextrosa, mE: agar mE, AKF: agar KF, AKE: agar kanamicina-esculina, BEA:
agar bilis esculina, APB: agar puUrpura de bromocresol, SBA: agar Slanetz-Bartley, DBE: medio

formulado disco-bolsa-enterococos
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Anexo 6

Preparacion del medio de cultivo utilizado en la prueba DBE

1. Medir los componentes en las proporciones que se presentan a continuacion:

Ingrediente Cantidad g/100 mL
Peptona 10.0
Extracto de levadura 10.0
Bilis 8.0
Esculina 1.0
Citrato férrico amonico 1.0
Tiosulfato de sodio 0.6
Cloruro de sodio 1.0
Azida de sodio 1.0

Disolver en 100 mL de agua desmineralizada con calentamiento hasta ebullicion.

Dejar que enfrie.

Ajustar el pH del medio a 6.07 = 0.5 con NaOH o HCl 1N.

gu AN W N

En condiciones estériles impregnar el medio de cultivo a los discos de papel

filtro.

6. Permitir que el medio se absorba al papel filtro por aproximadamente 15 minutos
por cada lado de los discos.

7. Colocar en bolsas Nasco estériles y cerrar.

8. Almacenar a temperaturas de refrigeracion (4 - 8° C) hasta durante tres meses.
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Anexo 7

Tabulacion de resultados obtenidos con filtracion por membrana a 42° C a 48
horas de incubacion y DBE a 36 y 42° C a 24 y 48 horas de incubacion

Metodologia de referencia
(filtracion por membrana)

N total de
+ - muestras
Verdaderos Falsos
Metodologia + positivos positivos
a comparar Falsos Negativos
DBE - negativos verdaderos

FM 42° C/48 horas

Total de

+ - muestras
DBE + 134 36 170
36° C - 7 133 140
24 horas Total 141 169 310

FM 42° C/48 horas

Total de

+ - muestras
DBE + 139 50 189
36° C - 2 119 121
48 horas Total 141 169 310

FM 42° C/48 horas

Total de

+ - muestras
DBE + 134 25 159
42° C - 7 144 151
24 horas Total 141 169 310

FM 42° C/48 horas

Total de

+ - muestras
DBE + 140 31 171
42° C - 1 138 139
48 horas Total 141 169 310

Fuente: datos experimentales
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Anexo 8

Tabulaciéon de resultados de muestras provenientes de diferentes
fuentes

Muestras provenientes de Grifos

FM 42° C/48 horas

Total de

+ - muestras
DBE + 33 23 56
42° C - 0 118 118
48 horas Total 33 141 174

Muestras provenientes de piscinas

FM 42° C/48 horas

Total de

+ - muestras
DBE + 9 1 10
42° C - 0 15 15
48 horas Total 9 16 25

Muestras provenientes de pozos

FM 42° C/48 horas

Total de

+ - muestras
DBE + 33 5 38
42° C - 1 3 4
48 horas Total 34 8 42



Muestras provenientes de rios

FM 42° C/48 horas

Total de

+ - muestras
DBE + 38 1 39

42° C - 0 1 1
48 horas Total 38 2 40
Muestras provenientes de lagos

FM 42° C/48 horas

Total de

+ - muestras
DBE + 140 31 171
42° C - 1 138 139
48 horas Total 141 169 310

Fuente: datos experimentales
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Anexo 9

Calculo de incertidumbre del método de referencia
Resultados obtenidos por filtracion por membrana (FM) y DBE a
42° C a las 48 horas de Incubacion

FM 42° C/48 horas

Total de

+ - muestras
DBE + 140 31 171
42° C - 1 138 139
48 horas Total 141 169 310

6/310 = 1.94%
163

(positivos por método de referencia)/total de

Falsos negativos en FM

Verdaderos negativos
Exactitud

positivos

= 141/147
=0.9591 (95.9%)
=1-p
=1-0.9591

= 0.0409

Intervalo de Confianza 95% =p+1.96 /pg/n
=0.9591 + 1.94 /(0.9591/0.0409)/147
=0.9591 £ 0.0320

=0.9271 - 0.9911

IC 95% =92.71a99.11%
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Anexo 10

Interpretacion del indice Kappa

Valor de Kappa Concordancia
<0.20 Concordancia deficiente
0.21-0.40 Concordancia regular
0.41-0.60 Concordancia moderada
0.61-0.80 Concordancia buena

0.81-1.0 Concordancia muy buena




Anexo 11

Procedimiento de filtracion por membrana para enterococos

[ Filtrar 100 mL de agua a través de filtros Millipore ]

Incubar por 48 horas a
35 £ 2°C.

Transferir el filtro a cajas de petri con agar selectivo
para enterococos. Dejar las cajas en reposo por 30

minutos.

J

Seleccionar colonias tipicas e inocular en agar BHI

Incubar a 35 + 0.5 °C por 24 a 48 horas.
_ J

Realizar tincion de Gram a las colonias aisladas. Los
estreptococos fecales y enterococos son cocos Gram
positivo en cadenas cortas o en pares.

Transferir colonias del caldo BHI a: Agar BE y caldo BHI
con 6.5% NaCl e incubar 35 + 0.5 °C por 48 horas, y a
caldo BHI incubando a 45 + 0.5 °C por 48 horas.

El crecimiento de cocos Gram positivo, catalasa
negativo, en agar Bilis Esculina, BHI a 45 °C y en BHI
con 6.5% NaCl indica que la colonia aislada pertenece

al grupo de enterococos.
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Anexo 12

Procedimiento al utilizar la unidad disco-bolsa enterococos (DBE)

Recolectar la muestra en un recipiente limpio,
estéril, de boca ancha

Agitar la muestra
previo a su analisis

Abrir la bolsa cuidadosamente y depositar
aproximadamente 20 mL de agua. Cerrar.

Incubar a 42 C por 24 horas. Colocar la
bolsa sobre un soporte plastico para
evitar derramamientos

Interpretar el resultado como positivo si después
de 24 horas de incubacion, el agua ha cambiado
a color negro, y negativo si el agua es de color
amarillo.
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Anexo 13

Analisis de costos de la prueba
Para 100 mL de medio de cultivo que proveen de 140 unidades de

DBE

Material Cantidad Costoen US $
Peptona 10.0¢g 3.7
Extracto de levadura 10.0¢g 2.33
Bilis 8.0¢g 3.89
Esculina 1.0g 2.63
Citrato férrico amonico 1.0¢g 0.11
Tiosulfato de sodio 0.6¢g 0.04
Cloruro de sodio 1.0g 0.05
Azida de sodio 1.0g 0.15
Agua desmineralizada 100 mL 0.01
Bolsas Nasco 4 onz 140 16.8

Discos de papel filtro 140 70

Total para 140 unidades 99.71

Costo por unidad =$ 0.71
=Q. 5.69
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Anexo 14

Fundamento de la Reaccion de Hidrolisis de Esculina

CHyOH
0
apOH H H‘R[:::[;;If — (Glucosa + esculeting
o
H +++
OH Fe
Esculing

Complejo negro



Anexo 15

Prueba Disco Bolsa Enterococos
DBE

71



	UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA 
	 
	B. Infecciones transmitidas por el agua 
	 Los organismos patógenos que presentan un alto riesgo de causar infección gastrointestinal, si se encuentran presentes en agua utilizada para consumo humano, son los siguientes: Shigella spp., Salmonella spp., Escherichia coli enteropatógena, Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Giardia spp., Entamoeba histolytica, Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis, Dracunculus medinensis, Rotavirus, Adenovirus y Enterovirus.  La mayor parte de ellos suelen provenir de heces fecales (1, 2). 
	1. Frecuencia de muestreo 
	2. Recolección de la muestra 
	3. Transporte y recepción de la muestra 
	4. Técnicas para determinación de enterococos 
	a. Técnica de Filtración en Membrana para enterococos 
	 VII. RESULTADOS 
	Muestras positivas y negativas obtenidas por 
	Filtración por Membrana y Prueba Desarrollada (DBE) 
	 
	 
	 
	Anexo 1 
	Especies de bacterias pertenecientes 
	al grupo Enteroccocus 







	 Anexo 2 
	 Anexo 3 
	Frecuencia de toma de muestras para aguas de consumo humano 

	 Anexo 4 


