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RESUMEN

El agua es una fuente para la transmision de enfermedades muy graves que han marcado
tragicamente sociedades enteras. Este trabajo tiene como objetivo principal corroborar la
existencia de Coliformes totales y fecales del agua potable de Chuquibamba en la regién
de Arequipa, también cuantificar y comparar los resultados obtenidos para Coliformes
totales y fecales con los limites méximos permisibles de la normativa vigente e identificar

a las Coliformes fecales resultantes.

El disefio del estudio es descriptivo, observacional, prospectivo y longitudinal. ElI método
utilizado fue el de tubos de fermentacion multiple del Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewaster (SMEWW). Para la identificacion bacteriana se
utiliz6 Agar EMB, y pruebas bioquimicas como TSI, LIA, Citrato segin Simmons e
Indol. Se analizaron 54 muestras de nueve puntos de muestreo entre reservorios y

domicilios.

Los resultados mostraron la existencia de Coliformes totales en los reservorios y
domicilios, teniendo como valor maximo 2.7 NMP (Numero Mas Probable) /100 ml y
minimo de 2.4 NMP/100 ml, y para las Coliformes fecales que también se encontraron
en reservorios y domicilios el valor maximo fue de 2.5 NMP/100 ml 'y el minimo de 1.1
NMP/100 ml.

Se concluy6 que en el agua potable analizada sobreviven bacterias Coliformes totales y
fecales, residentes béasicamente en los reservorios, con valores superiores a los
establecidos por la norma (DS 031-2010 SA), por otro lado las bacterias termotolerantes
sobrevivientes en el agua domiciliaria poseen valores disminuidos y permanecen el
margen de lo aceptable, la cual establece un limite maximo permisible de <1.8NMP/100
ml, para ambos grupos, también se logro identificar dos bacterias de origen fecal,
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae. Todos los resultados obtenidos en cada punto
de muestreo (promedios) excluyendo a las bacterias termotolerantes de los domicilios

poseen valores superiores a los limites maximos permisibles.

PALABRAS CLAVE: Agua, Coliformes totales, Coliformes fecales, SMEWW
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ABSTRACT

Water is a source for the transmission of very serious diseases that have tragically marked
entire societies. The main objective of this work is to corroborate the existence of total
and fecal coliforms of drinking water of Chuquibamba in the region of Arequipa, also to
quantify and compare the results obtained for total and fecal coliforms with the maximum

permissible limits of the current regulations and to identify the Resulting fecal coliforms.

The design of the study is descriptive, observational, prospective and longitudinal. The
method used was that of multiple fermentation tubes of the Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewaster (SMEWW). For bacterial identification, EMB
agar was used, and biochemical tests such as TSI, LIA, Citrate according to Simmons and
Indol. We analyzed 54 samples from nine sampling points between reservoirs and

domiciles.

The results showed the existence of total coliforms in the reservoirs and domiciles, with
a maximum value of 2.7 MPN (Most Probable Number) / 100 ml and a minimum of 2.4
MPN / 100 ml, and for Fecal Coliforms that were also found in reservoirs and homes the
maximum value was 2.5 NMP / 100 ml and the minimum was 1.1 NMP / 100 ml.

It was concluded that in the drinking water analyzed, total and fecal Coliform bacteria
survive, basically resident in the reservoirs, with values higher than those established by
the norm (DS 031-2010 SA), on the other hand the thermotolerant surviving bacteria in
the domiciliary water possess values decreased and the acceptable margin remains, which
establishes a maximum permissible limit of <1.8NMP / 100 ml, for both groups, it was
also possible to identify two bacteria of fecal origin, Escherichia coli and Klebsiella
pneumoniae. All results obtained at each sampling point (averages) excluding
thermotolerant bacteria from households have values above the maximum permissible
limits.

KEY WORDS: Water, Total Coliforms, Fecal Coliforms, SMEWW
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INTRODUCCION

El analisis del agua potable en el distrito Arequipefio de Chuquibamba por medio de
bacterias indicadoras como son las Coliformes totales y fecales establecen lineamientos

y soluciones integradas para el desarrollo de un adecuado proceso de potabilizacion.

El objetivo principal es determinar, la presencia de bacterias Coliformes totales y fecales
en el agua potable de Chuquibamba, ademas de cuantificar la presencia de estas bacterias
y contrastar los resultados con la normativa vigente. En el Peru de los ochenta, las
Enfermedades Diarreicas Agudas fueron la causa de 13,500 defunciones, el agua es un
factor critico y modificable, hace 10 o 15 afios atrds los sherpas estos personajes
adaptados y curtidos a la altitud y a la vida dura de la cordillera del Himalaya,
recomendaban y daban por hecho el libre acceso y consumo del agua de estos rocosos
nevados, a los alpinistas principalmente europeos sin embargo ahora aquella agua limpia
y cristalina ya no lo es més pues la personas fordneas comienzan a tener cuadros
infecciosos gastrointestinales, que antes no existian. En las diferentes latitudes, provincias
y pueblos las entidades prestadoras de salud y los profesionales de salud tratan infecciones
estomacales a personas de la tercera edad, nifios, personas con alguna enfermedad

cronica, a turistas y en menor medida a personas en la mitad de su vida.

En el capitulo | concordante al marco tedrico se abordan conceptos basicos sobre el agua,
se desarrolla el proceso de potabilizacion del agua dulce superficial, también se describe
las caracteristicas bioldgicas del grupo de Coliformes y los cuadros clinicos de las

enfermedades que causan estas bacterias, también sus opciones terapéuticas.

En el capitulo Il se describe el disefio del estudio, el area geogréafica del trabajo, el método
del Standard Methods for the Examination of Water and Wastewaster, también se
identifican las bacterias resultantes del proceso de aislamiento y se compara los valores

encontrados con la legislacion vigente.

En el capitulo Il se establecen los resultados encontrados y se contrastan
estadisticamente, ademas establece la discusion e interpretacion de los resultados y se

presentan las conclusiones y recomendaciones de esta tesis.
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OBJETIVOS
Objetivo General

e Determinar la presencia de bacterias Coliformes totales y fecales, del agua potable

de Chuquibamba.
Objetivos Especifico

e Determinar el nimero mas probable de Coliformes totales del agua potable de
Chuquibamba.

e Determinar el nimero mas probable de Coliformes fecales del agua potable de
Chuquibamba.

¢ Identificar las bacterias indicadoras de contaminacién fecal en el agua potable de

Chuquibamba.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO
1. AGUA

Se puede decir que el agua es un sistema vivo y ecoldgicamente en equilibrio adherida
a ella propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas intimamente relacionadas, formando

toda la base de las comunidades vivas.

Se ha calculado el volumen total de agua en el planeta tierra 'y es de 1,360 millones de
kilometros cubicos del cual, la mayor parte reposa en los mares y océanos con un 97.2
% del total, ademas de esto se ha calculado, que el agua dulce en el planeta esta
alrededor de 46,000 kilometros cubicos. En la tabla 1 se describe la distribucion en

porcentaje del agua, en el planetal?.

TABLA 1.1: DISTRIBUCION DEL AGUA

COMPARTIMENTO % DEL TOTAL
Océanos y mares 97.2
Aguas continentales superficiales 0.017
Casquetes polares y glaciares 2.15
Agua subterranea 0.62
Atmosfera 0.001

Fuente:(Orozco B. Carmen, 2011)

Agua potable: es el agua que puede ser consumida sin ningun tipo de restriccion, para

beber o preparar alimentos?.

Agua dulce: es el agua que se encuentra naturalmente en la superficie terrestre en
forma de hielo, humedales, lagunas, lagos, rios y arroyos, y bajo la superficie en
condicidn de acuiferos y corrientes de agua subterranea. La caracteristica principal es
que posee poca concentracion de sales disueltas. EI termino agua dulce surgi6 del
contraste ionico con el agua salada que posee concentraciones de mas de 10,000 mg/I

de sales disueltas®*.

Agua salobre: Agua que contiene sal en una proporcidn significativamente menor que

el agua marina. La concentracion del total de sales disueltas esta generalmente
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comprendida entre 1000 - 10 000 mg/l. Este tipo de agua no esta contenida entre las
categorias de agua salada y agua dulce®.

Agua residual: es cualquier tipo de agua cuya calidad se vio afectada negativamente
por influencia antropogénica. Por ejemplo, cabe destacar aguas usadas y desechadas

de la actividad doméstica, urbanas, residuos liquidos industriales o mineros®.
1.1. AGUA DE RIOS, LAGOS Y MANANTIALES

El Agua proveniente del mar es de una salinidad constante, pero el agua
subterranea y el agua continental superficial tienen una composicion variable,
debido a su exposicion con diferentes formaciones geoldgicas. Excluyendo las
aguas de lagos salados, las aguas de rios, lagos de agua dulce y manantiales, que

no son salados, se les llama: aguas naturales®®.

Los gases mas abundantes en este tipo de agua son: CO2, N2, Oz2, CH4, Los iones
que resaltan por la concentracion que poseen, estas aguas provienen de la
disolucién y meteorizacién de los materiales de la corteza terrestre, cationes como:
calcio, sodio, magnesio, potasio y hierro, también presenta &cidos himicos de la
descomposicion de materia organica, también aniones de bicarbonato y sulfatos,

ademas de materia en suspension como la arcilla y microorganismos’?.
1.2. CARACTERISTICAS OGANOLEPTICAS

Color: en las aguas naturales las sustancias humicas, los &cidos tanicos, las hojas
y la turba generan coloraciones marrones, el fitoplancton y las cloroficeas dan
lugar a coloraciones verdes, las estructuras calcareas y no calcareas por donde
discurre el agua provocan colores verdosos y amarillentos respectivamente®.

Olor y Sabor: los compuestos organicos producen tanto olores como sabores,
dichos compuestos son los fenoles, mercaptanos, alquitranes, aldehidos y acidos

grasos™®.
1.3. CARACTERISTICAS BIOTICAS

Las bacterias, virus y algunas algas como las azulverdosas, son la biomasa mas

importante que se encuentra en diferentes tipos de agua, cuando existe una
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contaminacion bioldgica es debido principalmente a los desechos humanos, las
bacterias son indicadores importantes de contaminacion del agua, ya que estas
habitan los diferentes cuerpos de agua. Estos agentes patdgenos no sobreviven por
mucho tiempo. Su analisis debe ser rutinario por el corto tiempo de vida, ademas
por estar relativamente en un ndmero reducido. En la tabla 1.2 se establecen

algunos patdgenos importantes, residentes mas comunes en el agual?.

Parésitos , virus y bacterias principalmente se establecen en el agua, convirtiendo
a este recurso en un caldo de cultivo para el desarrollo de diferentes clases de
patdgenos, los cuales pueden desarrollar enfermedades muy complejas, esto
sumado a la temperatura, debido al calentamiento global, han favorecido brotes
raros de como la Naegleria fowleri, habitante usual de sistemas de agua dulce
puede infectar al hombre y ocasionar un cuadro de encefalitis amebiana cada vez
mas usual en todo el mundo, con un prondstico devastador para el portador de este
cuadro, con una mortalidad del 98% y si hay recuperacién. el dafio cerebral es

irreversiblel1112,

TABLA 1.2: AGENTES PATOGENOS Y ORGANISMOS
PRODUCTORES DE TOXINAS EN AGUAS SUPERFICIALES

MICROORGANISO ESPECIES
Escherichia coli, Salmonella thyphi, Shigella
Bacterias dysenterae, Vibrio cholerae, Yersina enterocolitica,
Campylobacter jejuni
Virus Enterovirus, Rotavirus, Adenovirus
Giardia lambia, Cryptosporium parvum, Entamoeba
Protozoos - L .
hystolitica, Balantidium coli
. Ascaris lumbricoides, Trichuris trichura, Taenia
Helmintos

solium, Taenia saginata

Cianobacterias Anabaena circinalis, Microcystis aeruginosa
Fuente: CEPIS 2004. Tratamiento de agua para consumo humano: Plantas de filtracion rapida.

1.4. TRATAMIENTO DE AGUAS NATURALES

La etapa del tratamiento de aguas naturales puede variar, de acuerdo al estado
microbioldgico de las fuentes acuiferas. El proceso completo consta de seis

pasos?.
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Desbaste: esta etapa se direcciona, a la eliminacién de s6lidos mediante rejas y

tamices® 13,

Aireacion/Preoxidacion: esta etapa permite la eliminacion de sustancias
oxidables, esto permite mejorar el sabor y olor del agua, la oxidacion esta dado

por un factor fisico (aireacion) o por un proceso quimico (preoxidacion):®,

Coagulacion-floculacion: la clarificacion engloba a los procesos de coagulacion-

floculacion, decantacion y filtracion®34,

Hay una gran variedad de particulas que no sedimentan por procesos fisicos,
particulas de alrededor de 0.0001 mm que podrian demorar hasta 2 afios en
sedimentar. No existe un consenso en las interpretaciones de coagulacion y
floculacion. Pero de acuerdo a la bibliografia sobre estos temas podriamos decir
que la coagulacion se utilizara para el fendmeno de desestabilizacion de los
sistemas coloidales y floculacién para la aglomeracion de las particulas coloidales
desestabilizadas®.

La coagulacion se consigue por la adicion de iones polivalentes, los principales
compuestos de origen quimico, utilizados como coagulantes son: Al**y Fe*3. Los
floculantes son compuestos quimicos polielectroliticos orgéanicos, sintéticos con
cargas eléctricas y/o grupos ionizables, estos compuestos favorecen la agrupacion
de las particulas por tanto la gravedad ara que precipiten y de esta forma el agua

se clarifique®®.

FIGURA 1.1: DIFERENCIAS ENTRE COAGULACION Y
FLOCULACION

Coagulacion Floculacion

Oe o ©

@  @e o e

Fuente: ENEXIO 2H water technologies, 2015
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Decantacion: la extraccién de los fangos o lodos precipitados en un decantador
se llama sedimentacion o decantacion. Los floculos dan lugar a lodos o fangos, el

agua decantada que esta libre de floculos se recoge de la superficie®2®.

FIGURA 1.2: DECANTADOR DE LECHO DE FANGOS, TIPO
PULSADOR

Fuente: http://www.elaguapotable.com/decantacion.htm, 2016

Filtracion: es un proceso por el cual un liquido en este caso el agua pasa por
lechos filtrantes. Este filtro puede estar constituido mayoritariamente por arena,
antracita y tambiéen por carbon activado, la filtracion es importante porque el agua
aun posee pequefias particulas que no pudieron ser decantadas entonces estos

filtros retienen esas particulas diminutas®’.

FIGURA 1.3: FILTRO ABIERTO DE ARENA TIPO AQUAZUR

Fuente: http://www.elaguapotable.com/filtracion.htm, 2016

Desinfeccidn: es el proceso que tiene como fin la eliminacion de los organismos
patdgenos del agua, cabe mencionar que son muy diferentes los conceptos de
esterilizacion y desinfeccidn. La esterilizacion es el proceso por el cual se elimina

toda la carga patdgena como no patégena.

La desinfeccion es importante ya que el agua es un vehiculo perfecto para trasmitir
muchas y peligrosas enfermedades que pueden ser de origen bacteriano, viral y

parasitario. Algunos ejemplos son®28,
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e Bacteriano: cdlera, fiebre tifoidea, Fiebres paratificas, disenteria bacilar,
diarrea infantil, tuberculosis

e Virus: poliomelitis, hepatitis A, conjuntivitis, gastroentritis

e Parasitario: protozoos: amebas, cryptosporium y guardia

e Helmintos: helmintiasis y distomatosis®®°,

ASPECTOS A TENER EN CUENTA:
Un buen desinfectante, debe cumplir con un conjunto de condiciones, los cuales

son los siguientes?,

e Elevada capacidad para la destruccion de microorganismos

e Ser inocuo y no producir olor ni sabor desagradable

e Permanencia en el agua

e Rapidez de actuacion

e Independiente a las fluctuaciones de pH, temperatura, concentracion, y
variacion de condiciones fisicas

e Facilidad de manipulacion, almacenamiento, determinacion y precio

asequible?®2t,
1.5. DESINFECCION CON CLORO (sales y cloro gaseoso)

El cloro sigue siendo el desinfectante mas usado para los microorganismos
patégenos, tiene una actividad destructiva con las enzimas, indispensables para la
vida de los patogenos. El cloro es barato, facil de transportar y facil de verter
directamente al agua, el hipoclorito de sodio tiene una elevada solubilidad en agua
y el residuo en disolucion, continGa destruyendo patdégenos después de haber
salido de la planta de tratamiento y conforme circula por la red de suministro, Se
puede usar en forma pura, liquida o gaseosa. Derivados como: hipoclorito de sodio
o calcio, acido hipocloroso y clorhidrico también son muy usados. Las bacterias
como las del grupo Coliforme y la Salmonella son las que menos resistencia

presentan a la desinfeccion?%22,

Ventajas de la cloracion:
Podriamos resumir las ventajas de la utilizacion del cloro en el proceso de

desinfeccion del agua, y que explicarian el uso mayoritario del mismo?324,
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e Alto poder desinfectante y oxidante del cloro y derivados.

e Importante accion desinfectante residual.

e Buen conocimiento de los procesos en los que interviene el cloro en el
agua.

e Costes relativamente bajos del proceso de cloracion#24,

FIGURA 1.4: PROCESO DEL TRATAMIENTO DE AGUAS
NATURALES

COAGULACION-
DEBASTE PREOXIDACION FLOCULACION DECANTACION FILTRACION DESINFECCION

1.6. FLORA MICROBIANA EN EL AGUA

En las aguas superficiales se encuentran una amplia gama de microrganismos

como bacterias, virus, algas verde azules y parasitos®.

BACTERIAS

Las Bacterias son microorganismos unicelulares que presentan un tamafio de
algunos micrometros de largo (entre 0,5y 5 um, por lo general) y diversas formas
incluyendo esferas, barras y hélices. Las bacterias son procariotas, y por lo tanto
a diferencia de las células eucariotas de los animales y plantas, no tienen ndcleo

ni organélos internos?®.

Son los microorganismos mas abundantes de la tierra se estima que en un gramo
de tierra hay 40 millones de células bacterianas, y en un mililitro de agua hay un
millén de bacterias. Sin duda hablamos de los seres vivos més abundantes de la
tierra y los mas arcaicos también. Desde un incipiente comienzo en 1683, con la
primera observacion registrada de las bacterias por el holandés Anton Van
Leeuwenhoek pasando por la teoria germinal de las enfermedades infecciosas de
los cientificos Louis Pasteur y Robert Koch, la ciencia microbiolégica se ha ido
innovando y evolucionado a gran escala. En el mundo microscépico y
microbioldgico de hoy en dia, se puede establecer y desarrollar nuevos métodos,
mas precisos, de identificacion bacteriana, también podemos usar a las bacterias

para la produccion industrial de medicamentos, para descontaminar aguas,
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inclusive para la extraccion de cobre por medio de bacterias extremofilas
modificadas genéticamente, y finalmente para el proposito de esta tesis, investigar

y determinar la presencia de contaminacion fecal?%:?’,

Filogenéticamente las bacterias se clasifican en tres dominios: Archea, Bacteria 'y
Eukarya. Los dominios Archea y Bacteria incluyen los organismos procariotas,
estos son aquellos cuyas células no tienen un ndcleo celular diferenciado, mientras
que el dominio Eukarya se incluyen formas de vida mas conocidas y complejas

(protista, animales, hongos y plantas)?®.

FORMA

La forma de las bacterias al microscopio esta determinada por la rigidez de su
pared celular, basicamente se diferencian unas de otras, porque tienen forma en
cocos (esféricas u ovaladas), bacilos (cilindrica o de bastones; rectos o curvos) y
espirilos (espiral). En la figura 1.5. Se puede observar, la variedad en las formas

bacterianas®’.

FIGURA 1.5: MORFOLOGIA BACTERIANA

G &~ B ompeas
Fuente: M. Motta, 2012

Macroscopicamente, la mayoria de las bacterias se multiplican rapidamente y son
visibles en medios s6lidos como colonias, después de un proceso de incubacion
por lo general de 37 °C y un tiempo de 18 a 24 horas, naturalmente existen
excepciones como el Mycobacterium tuberculosis que requiere de dos a ocho
semanas de incubacion. Una colonia esta constituida por los descendientes de unas
pocas células. El tamafio de una colonia puede variar desde 0.5 mm a mas grandes
como las Enterobacterias. Su forma puede ser circular, irregular o filamentosa, los
bordes pueden ser ondulados, en sierra o dentados y por ultimo lisos. La superficie

también es orientada y puede ser plana, convexa, mamelonada, umbilicada. En
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relacion al pigmento que adquieren este puede ser verde (Pseudomona
aureginosa), amarillo (Staphylococcus aureus), grisaceo (Neisseria meningitidis),
incluso pueden presentar olores como frutal o el putrefacto tipico de los
anaerobios. Por ultimo hay que destacar la consistencia: mucoide, lisa 0

rugosa?’:28:29,

ESTRUCTURA BACTERIANA
Se pueden dividir en permanentes o variables, entre las permanentes destacan:
pared celular, membrana celular, ribosomas y el material genético Las estructuras

variables son: los flagelos, las fimbrias o pilis, la capsula y las esporas?*=°,

ESTRUCTURAS INTERNAS O CITOPLASMATICAS

Estan inmersas en el citoplasma de la célula bacteriana®.

Material genético: las bacterias no poseen membrana nuclear, nucléolo ni aparato
mitdtico y nunca configuran una masa cromosomica definida. Aunque no existe
ndcleo delimitado, hay una zona nuclear o nucleoide. Su material genético esta
constituido por una molécula de ADN circular enrollado sobre si, asociado a

proteinas basicas que no constituyen verdaderas histonas?®=°,

Plasmidos: estan constituidos por secuencias cortas de ADN circular bicatenario
que puede existir y replicarse independientemente del ADN cromosémico y son
heredados por las células hijas, los plasmidos son importantes porque le dan una
ventaja evolutiva a la bacteria ya que estas transmiten de bacteria a bacteria la
informacion genética necesaria para formar y establecer resistencia a los

antibiéticos®.

Ribosomas: estan compuestos por proteina y acido ribonucleico (ARN), su
coeficiente de sedimentacion es de 70S con subunidades 50S y 30S, su funcidn es
la sintesis proteica y su cantidad aumenta cuando la bacteria crece en medios ricos

en nutrientes®.

Cuerpos de inclusion: son granulos de material organico o inorganico, en general
funcionan como almacenamiento de compuestos energéticos, que son usados
como fuente de energia (polisacéridos, lipidos, polifosfatos). EI glucogeno es el

principal elemento almacenado por las enterobacterias (40% de su peso)3%-31:32,
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ESTRUCTURAS EXTERNAS O DE ENVOLTURA CELULAR

Membrana celular: representa una barrera que separa el interior del exterior
celular, la membrana celular cumple la funcion de barrera osmdtica, tiene
permeabilidad selectiva y permite el ingreso de nutrientes y salida de desechos
por transporte activo y pasivo, en ella se da el transporte de electrones para la
produccion de energia, ademas posee enzimas necesarias para la sintesis de lipidos
de la pared celular (bactoprenol) de la capsula, etc. Y por Gltimo también posee

receptores para detectar y responder a sustancias quimicas del medio externo®,

Pared celular: después de que Christian Gram en 1884, desarrollase la tincion
que lleva su nombre se comprob6 que las bacterias podian clasificarse en dos
grupos principales, Gram positivas y bacterias Gram negativas. La pared celular
estd ubicada por fuera de la membrana plasmaética es una estructura vital para las
bacterias que la poseen los farmacos que bloquean su formacién, producen lisis y
muerte de las bacterias susceptibles. Excepto por los Mycoplasmas, todas las
bacterias poseen una pared celular que les da forma y protege de la lisis osmotica.
La pared celular puede proteger a la célula de sustancias toxicas como los

antibiéticos®.

Capsula: se ubica por fuera de la pared celular, si su adherencia es débil y el
grosor variable se conoce como limo, generalmente la capsula es de naturaleza
polisacarida excepto el (Bacillus anthracis), que es peptidica, la capsula se
relaciona con su capacidad de virulenta y con la morfologia colonial en medios
solidos, ademas la capsula, protege a la bacteria del proceso de fagocitosis. En los
medios sélidos las bacterias capsulares forman colonias acuosas, mucoides o

lisas?’.

Fimbrias o pilis: son estructuras filamentosas, proteicas que se diferencian de los
flagelos por su didmetro menor a 8nm y por no poseer estructura helicoidal, los
pilis no cumplen funcién de movilidad, su funcion es la de adherencia a receptores
especificos y de superficie, esto es importante ya que esta selectividad juega un
rol importante en la adherencia de las bacterias a determinados epitelios, siendo
fundamental para su colonizacién. Los pilis sexuales son largos y escasos,
intervienen en el intercambio genético de bacteria a bacteria®”%,
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Flagelos o filamentos axiales: los flagelos son filamentos de proteina
helicoidales, delgados y rigidos. De longitud y diametro uniforme, los flagelos son
tan delgados que no se observan al microscopio Optico, se debe de hacer tinciones
especiales para que se puedan observar. El flagelo tiene la funcion de darle

movilidad a la bacteria?’.

Esporos: las bacterias Gram positivas puede formar una estructura de resistencia
denominada espora o endoespora de los géneros Bacillus y Clostridium, esta
estructura son resistentes al calor, la desecacion, radiacion ultravioleta, acidos y
desinfectantes quimicos, debido a sus resistencia tienen gran importancia en temas
alimentarios, industriales y médicos, su conocimiento es esencial para el
desarrollo de los métodos eficaces de esterilizacion de medicamentos, alimentos,
medios de cultivo, etc. en el medio ambiente permite la supervivencia de las

bacterias cuando las condiciones son desfavorables®.

FIGURA 1.6: ESTRUCTURA CELULAR BACTERIANA

membrana interna

inciusiones

Fuente: M. Motta, 2012

Las bacterias que se encuentran con mayor frecuencia en las aguas, son bacterias
provenientes del intestino de animales homeotermicos. Estas bacterias una vez en

este medio cambian sus habilidades de supervivencia®.

Enterobacterias:

e Dominio : Bacteria e Geéneros:

e Phylum : Proteobacteria 1. Escherichia

o Clase : Gamma 2. Klebsiella
Proteobacteria 3. Enterobacter

e Orden : Enterobacteriales 4. Citrobacter

e Familia : Enterobacteriaceae

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE ® 14 UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

COLIFORMES TOTALES

Las Enterobacterias lactosa positivas, es un grupo de bacterias que, se caracterizan
por fermentar la lactosa con produccién de acido y gas, mas o menos rapido, en
un periodo de 48 horas y con una temperatura de incubacion comprendida entre
30-37°C.23 La figura 1.7 muestra un conglomerado de bacilos Gram negativos

vistos a través de microscopia electronica?®%,

FIGURA 1.7: BACILO GRAM (-) VISTO POR MICROSCOPIA
ELECTRONICA

Fuente: Bioquell Group Sities, 2017

Son bacilos gramnegativos, aerobios y anaerobios facultativos, no esporulados,
estan presentes en el intestino del hombre y animales, pero también en el suelo,

plantas, cascara de huevo, etc?,

Las Coliformes totales constituyen el 10% de los microorganismos intestinales en
humanos y animales, son considerados como degradadores de cuerpos de agua,
estas bacterias funcionan como alerta de contaminacion, sin identificar el origen,

indican que hubo fallas en el tratamiento de desinfeccion®33,

COLIFORMES FECALES

Las Coliformes fecales, son las que tienen significado sanitario, por lo tanto, son
las mas importantes, en los analisis de alimentos y agua. Se considera a la
Escherichia coli, como la méas importante dentro del grupo de Coliformes fecales,

entre sus principales caracteristicas tenemos?>34%,

e Capacidad para desarrollarse entre 43.5-45.5°C

e Capacidad para crecer en presencia de sales biliares

e Facultad para producir indol

e Las Coliformes fecales o termotolerantes indican la calidad del agua
tratada y la posible contaminacion fecal>3¢.
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ESCHERICHIA COLI

Es el huésped constante del intestino delgado del hombre y animales de sangre
caliente. Por su especificidad esta considerado como un buen indice de
contaminacion fecal, pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Es un germen de
forma bacilar, casi siempre mdvil, gramnegativo. Posee estructura antigénica. La
mayoria de las bacterias pertenecientes a la especie E. coli, forman parte de la
microflora intestinal normal del hombre y de animales homeotermicos, la mayor

parte de las cepas son inocuas, pero existen algunas que son patogenas®’.

FIGURA 1.8: CRECIMIENTO EN AGAR EMB, DE COLONIAS DE
E.COLI, CON SU CARACTERISTICO BRILLO METALICO.

ENFERMEDADES DIARREICAS CAUSADAS POR ESCHERICHIA
COLlI

La E.coli es causante de diarrea del viajero la cual es muy comin en todo el
mundo. Esta bacteria se clasifica por las caracteristicas de sus propiedades de
virulencia ademéas se debe considerar que cada grupo de esta causa una
enfermedad por un mecanismo diferente. Las propiedades de adherencia a las
células de los intestinos delgado y grueso ademas de las toxinas, son codificados
por genes situados en los plasmidos®.

CEPAS ENTEROTOXIGENICAS

Estas cepas producen dos toxinas, una labil y la otra termoestable causante de la
denominada diarrea de los turistas, y pueden estar presentes en portadores
asintomaticos. La toxina labil provoca sintomas parecidos al cuadro clinico del

colera, los brotes por la toxina termoestable son menos frecuentes®,

Los sintomas producidos por este tipo de cepa se inician entre las 8 y 48 horas,
hay diarrea acuosa, no sanguinolenta, retortijones, dolor abdominal, malestar
general, nduseas, vomitos, y si se origina fiebre esta es leve, los sintomas son por

un méximo de 9 dias, las cepas enterotoxigenicas son importantes ya que se
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propagan en paises o comunidades con escaso desarrollo higiénico, las
poblaciones méas afectadas son la infantil y adultos mayores. Se debe ser prolijo
con la limpieza de guarderias y residencias para personas mayores ya que el

contacto con estas cepas suele ser peligroso6-940,

CEPAS ENTEROINVASIVAS

Poseen propiedades atipicas respecto a las demas cepas de E.coli ya que sus
propiedades se relacionan con las de la Shigella, inmovilidad, similitud
bioquimica y algunas no producen gas. Estas cepas invaden el tejido epitelial del
colon y produce su muerte, esto da lugar a ulceraciones y consecuentemente una
diarrea sanguinolenta, los sintomas aparecen entre las 8 y 24 horas hay escalofrios,
malestar general, dolor de cabeza, mialgia, fiebre y retortijones abdominales como
es muy parecida a la Shigella en la identificacion no es raro confundirse con ella,
la enfermedad puede durar hasta un par de semanas, no se conoce la existencia de
portadores asintomaticos, la contaminacion es principalmente por deficiencia en

la higiene36:4L,

CEPAS ENTEROPATOGENAS

Destruyen las vellosidades intestinales, pero no invaden los tejidos, se manifiestan
con dolor abdominal, vomitos, fiebre, diarrea acuosa con abundante moco, pero
sin sangre, la enfermedad dura entre 7 y 72 horas, estas cepas pueden estar

presentes en agua, queso, carne y otros®.

El cuadro clinico es parecido al de las cepas enterotoxigenicas, pero mas fuerte,
la poblacién mas vulnerable es sin dudas la infantil ya que esta cepa va
disminuyendo su virulencia en adultos, por una probable adquisicién de

inmunidad a lo largo de una constante exposicion por afios**44,

CEPAS ENTEROHEMORRAGICAS
Serovar O157:H7, son las mas importantes entre el grupo de cepas de E.coli. La
toxina involucrada es denominada verotoxina, su presencia provoca varias formas

de manifestacion clinica como:

e Colitis hemorragica

e Sindrome hemolitico urémico (Hemolytic Uremic Syndrome: HUS)
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e Plrpura trombotica trombocitopénica (Thrombotic Thrombocytopenic
Purpura: TTP)*344,

La Colitis hemorragica produce dolor abdominal, a veces vomitos, diarrea acuosa
sanguinolenta y poco o ninguna fiebre. Los sintomas aparecen a los 3 a 9 dias

después de la ingestion del germen, la enfermedad dura hasta 9 dias 4%,

En el sindrome hemolitico urémico, hay diarrea sanguinolenta y sobre todo en
personas en riesgo, es frecuente el fallo renal agudo, que puede desencadenar en
muerte, en este cuadro no se manifiesta fiebre. La purpura trombotica
trombocitopenica es en cierto modo parecido al sindrome hemolitico urémico, no
hay fiebre, hay hemorragia gastrointestinal, también puede ser comprometido el
sistema nervioso central. Algunos pacientes con este cuadro se les puede formar

coagulos en el cerebro y esto puede ser potencialmente mortal*64748:49,

CEPAS ENTEROAGRESIVAS
Causa diarrea por mas de 14 dias, el desarrollo y cuadro clinico es parecido al que
causa las cepas enterotdxigenicas, de la toxina termoestable con cuadros

diarreicos no sanguinolentos, pero agudos™.

SEPSIS

En pacientes inmunodeficientes, la bacteria E. coli puede alcanzar el torrente
sanguineo y provocar una infeccion generalizada, los recién nacidos son
susceptibles a esta infeccion ya que carecen de IgM. La sepsis también puede

desarrollarse a partir de infecciones del aparato urinario®®5?.

MENINGITIS
Junto con el grupo de Streptococcus agalactiae, son los principales causantes de
meningitis en lactantes?’.

KLEBSIELLA

Son microorganismos Gram negativos, inmaviles, sin esporas, presentan capsula,
indol negativo. En medios solidos de placa Petri esta bacteria presenta un
crecimiento de colonias viscosas, voluminosas, dando un aspecto humedo y
mucoide, Como se muestra en la figura 1.9 las mas importantes son klebsiella

oxytoca y klebsiella pneumoniae. Este germen esta presente en el 5% de personas
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sanas tanto en vias aéreas y tracto gastrointestinal, alrededor del 1% de las

neumonias bacterianas son causadas por klebsiella pneumoniae®?.

FIGURA 1.9: CRECIMIENTO DE COLONIAS DE KLEBSIELLA
PNEUMONIAE EN AGAR EMB

ENTEROBACTER

Son microrganismos Gram negativos, sin esporas, con movilidad y con capsula
pequefa, puede vivir libremente y también en el intestino, las especies de este
género desarrollan infecciones oportunistas y otras son descomponedoras de
materia organica, en el hombre causan infecciones de las vias urinarias y sepsis.
Algunas especies importantes son: Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes

y Enterobacter aglomerans®,

FIGURA 1.10: CRECIMIENTO DE COLONIAS DE ENTEROBACTER
AEROGENES EN AGAR EMB.

Fuente: Bacteria in photos, 2015

CITROBACTER
Microorganismos lactosa positivos, anaerobio facultativo, Gram negativo, no

esporulado, mdvil, indol negativo. Esta presente en la materia fecal de hombres y
animales. En cuanto a su patologia puede infectar el aparato urinario y producir
sepsis en pacientes inmunodeficientes. Algunas especies importantes son:

Citrobacter freundii, y Citrobacter diversus®.
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FIGURA 1.11: CRECIMIENTO DE COLONIAS DE CITROBACTER
FREUNDII EN AGAR EMB.

Fuente: Bacteria in photos Dennis, 2015
1.7. ENFERMEDADES Y CONTAMINACION DEL AGUA

El hombre es el principal reservorio de agentes infecciosos, causales de
enfermedades. Dichos agentes son eliminados con las excretas como son las heces
y la orina. La transmision es directa o indirecta. Hace muchos afios sabios como
Hipdcrates, en el afio 420 a.c. recomendaba la ingestion de agua hervida, como

primer elemento de la construccion y conceptualizacion de la higiene®'.

En 1854 Snow, fue el primero en sugerir que la fiebre tifoidea y el cdlera eran
transmitidos en el agua a partir de heces contaminadas. Las materias fecales en
animales homeotermicos contienen una variedad de enteropatdgenos como:
Campylobacter, Shiguella, Yersina, Aeromonas, Pasteurella, Leptospira, Vibrio,
protozoarios y varios virus. Un factor importante de la transmision de
enfermedades en el agua es por el nimero de bacterias que se elimina en las heces
de pacientes, ademas es muy importante el tiempo de supervivencia de las

bacterias, como se muestra en la tabla 1.34%°,

De las 37 enfermedades mas comunes de américa latina, 21 de estas, estan
relacionadas con el suministro de agua y se dividen en cuatro categorias®.

e Enfermedades transmitidas por el agua
e Enfermedades con base u originadas en el agua
e Enfermedades de origen vectorial relacionadas con el agua

e Enfermedades vinculadas a la escasez de agua.>>>®
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TABLA 1.3: SUPERVIVENCIA DE ALGUNOS MICROORGANISMOS
PATOGENOS

ORGANISMOS MEDIO TIEMPO DE
ECOLOGICO SUPERVIVENCIA (DIAS)

Suelo 38
Coliformes Vegetales 35
Pasto 6-34
Salmonella Suelo 280
Vegetales y frutas 3-49
Suelo 42
Shigella Vegetales 2-10
En agua con humus 160
Bacilo Suelo 180
Tuberculosis pasto 10-49
) Suelo 8
Enterovirus
vegetales 4-6
Suelo 8
Entamoeba
hystolitica VRS 13
Agua 8-40
Huevo de Ascaris Suelo Hasta 7 afios
Vegetales y frutas 27-35

Fuente: Céceres O. 2003 MINSA
1.8. PROTECCION DE AGUAS

El objetivo es garantizar por medio de protocolos, la inocuidad del agua destinada
para el consumo humano, abarcando diferentes areas como el fisico, quimico y
microbioldgico. Desde el punto de vista microbiol6gico se establece para su
analisis el uso de microorganismos indicadores, esenciales para la busqueda y

determinacion de la calidad del agua®®4*.
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1.8.1. INDICADORES DE CALIDAD BACTERIOLOGICA

Los més conocidos e importantes son las Coliformes totales y fecales. En todos
los métodos de calidad bacterioldgica de agua resalta la identificacion de estas
bacterias, teniendo como la principal a la Escherichia coli, en segundo plano se
puede detectar a los Streptococcus faecalis, cuya presencia es facil de demostrar,
pero en menor grado que las Coliformes®®.

La técnica de fermentacion por tubos multiples del SMEWW, emplea como
indicadores de contaminacion al grupo Coliforme. Precisamente las caracteristicas
para que este grupo Coliforme sea considerado como indicador bioldgico son las

siguientes®’.

e Ser constituyente normal de la flora intestinal de individuos sanos

e Estar presente, en forma exclusiva, en las heces de animales
homeotermicos

e Estar presente cuando los microrganismos patogenos intestinales lo estan

e Presentarse en nimero elevado, facilitando su aislamiento e identificacion

e Debe ser incapaz de reproducirse fuera del intestino de los animales
homeotermicos

e Su tiempo de supervivencia debe ser igual o un poco superior al de las
bacterias patdgenas (su resistencia a los factores ambientales debe ser igual
o superior al de los patégenos de origen fecal)

e Debe ser facil de aislar y cuantificar

e No debe ser patdgeno®’.
1.8.2. INDICADORES SECUNDARIQOS

Si la técnica por fermentacion de tubos multiples identifica Coliformes totales,
pero no se llega a determinar Coliformes fecales, es recomendable usar otros
microorganismos como indicadores, estos son Ilamados indicadores secundarios,
y asi confirmar la contaminacion fecal del agua. Los organismos sugeridos son:
Streptococcus faecalis, Pseudomona aeruginosa y Clostridium perfringens®’°8,

La OMS recomienda una adecuada proteccion de los recursos hidricos desde todos
los puntos posibles, ademas de los adecuados protocolos para confirmar la
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ausencia de patdgenos en el agua y que esta pueda ser consumida sin ningun
problema posterior. El grado de tratamiento dependera del origen de los agentes
contaminantes y del nivel de contaminacion, aunque ya se tienen protocolos para
el tratamiento de aguas naturales y residuales, también es muy importante, la
capacitacion y la destreza de los analistas, por eso es necesario la acreditacion de
estos métodos y la estandarizacion de los equipos para tener un gran porcentaje

de certeza, de lo que se esta investigando®.
1.8.3.DISTRITO DE CHUQUIBAMBA

El distrito de Chuquibamba, es uno de los ocho distritos que conforman la
Provincia de Condesuyos en la region de Arequipa, al sur del Perd. Chuguibamba
es la capital de la Provincia de Condesuyos, a una elevacion de 2880 m.s.n.m. a
una latitud sur de 15° 50" 43” y longitud oeste 72° 30°49”, tiene una superficie de
1, 255 Km? con una poblacion de 3,618 personas. Etimoldgicamente,
Chuquibamba proviene de una palabra indigena local que significa “Llanura de

Or0”59,60

FIGURA 1.12: PROVINCIA DE CONDESUYOS, REGION DE
AREQUIPA

CHUMBIVILCAS

LA UNION

AREQUIPA

Fuente: http://cooperaccion.org.pe/mapas/condesuyos-noviembre-2016/
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CAPITULO 11
MATERIALES Y METODO
2.1. DISENO DEL ESTUDIO
El disefio del estudio es descriptivo, observacional, prospectivo y longitudinal.
2.2. AREA DE ESTUDIO

El distrito de Chuquibamba se encuentra a 224 km de la ciudad de Arequipa, es la
capital de la provincia de Condesuyos, compuesta por Iray, Andaray, Rio Grande,

Chichas, Salamanca y Cayarani, esta es una zona netamente agricola y ganadera.

El suministro de agua comprende desde las captaciones de cuatro manantiales:
Pacchita, Ccalato, Cabracancha, Umpuyo y por un arroyo proveniente del Nevado
Coropuna, El agua es transportada en una sola via de cafieria hasta la caseta de
cloracién, donde por medio de un hipoclorador se vierte el desinfectante al agua,
posteriormente por efecto de la gravedad es transportada y almacenada en los tres
reservorios denominados R1, R2 y R3, (ver anexo 06 y 07).

Las muestras se analizaron en el laboratorio de Ensayo y Control de Calidad de la
Universidad Catdlica de Santa Maria, entre los meses de abril a junio del 2018. En el
caso de los tres reservorios con la denominacion R1, R2 y R3 que se encuentran en
el barrio de Umpuyo se realizaron seis muestreos a cada reservorio teniendo un total
de 18 muestras, la Ilegada del agua de la caseta de cloracion a los reservorios es por
una sola cafieria, que se trifurca, para llenarlos, es preciso recalcar que en
Chuquibamba el proceso de potabilizacion de las aguas naturales solo contempla la
fase de desinfeccion teniendo en infraestructura solamente una caseta de cloracion y
tres reservorios los cuales poseen un embalse lo que permite mantener el volumen de
forma constante que en condiciones 6ptimas ronda los 120 m? para los reservorios
R1y R2, en tanto que para el R3 es de 280 m®. Los domicilios muestreados fueron
seis, de los cuales el domicilio 1 fue el mas cercano a la planta de tratamiento
mientras que el domicilio 6 fue el mas lejano, entre estos domicilios cuatro fueron
viviendas comunes y los otros dos fueron el colegio San Luis Gonzaga y el Instituto
Superior de Chuquibamba, la planta de tratamiento no cuenta con bombas para la
distribucion del agua, en este caso la gravedad es la causante de la distribucion del
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agua, ya que la planta esta ubicada en el punto més alto de Chuquibamba. Para cada
domicilio se recolecto seis muestras, habiendo un total de 36 muestras. Por otro lado,
una vez hecha la recoleccion de las muestras, estas fueron rotuladas (ver anexo 01) y
guardadas en un contenedor isotérmico, a una temperatura no mayor de 10 °C, segun
la técnica del SMEWW, para determinar la presencia y la cuantificacion de
Coliformes.

2.3. MATERIAL UTILIZADO EN EL MUESTEO

El material esta seleccionado segun el STANDARD METHODS FOR
EXAMINATION OF WATER AND WASTEWASTER 23RD EDITION, para la
técnica de fermentacién de tubos multiples.

ENVASES PARA TOMA DE MUESTRA:
Los Frascos de vidrio borosilicato, tapa azul de 250ml, fueron esterilizados a calor
himedo por 30 min a 121 °C¥’.

REFRIGERACION:
Las muestras se mantuvieron en frio para preservar sus caracteristicas

microbioldgicas, para ello se utilizo un cooler®’.

EQUIPOS
e Autoclave vertical Beltec Ls-B50L
e Balanza analitica Kern AEJ 200-4NM de 200 gramos de capacidad
e Estufa esterilizadora J.P. SELECTA, S.A. 05 15148
e Incubadora Memmert model 100-800 (37°C)
e Incubadora Memmert model 30-750 (44.5°C)
e pHmetro Orion 525A

e Placa calefactora Nuova stir plate 11°’.

MATERIAL DE VIDRIO
e Campanas de Durham de 60 mm x 8 mm
e Frascos de tapa azul de 250 ml
e Matraces de 500 y 1000 ml
e Placas Petri de 100 mm x 15mm
e Probetas de 500 y 1000 ml
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e Tubos de ensayo 150 mm x 20 mm?®’.

MATERIAL DE METAL
e Asay porta asas

e Gradilla para tubo de ensayo 88 mm x 25 mm?®’.

MEDIOS DE CULTIVO
e Agar citrato segiin Simmons de Hi Media
e Agar EMB de Hi Media
e Agar LIA de Hi Media
e Agar TSI de Hi Media
e Agua peptonada de Hi Media
e Caldo EC de Hi Media
e Caldo lauril sulfato triptosa de Merck

e Caldo verde brillante de Hi Media®’.

TABLA 2.4: CONTROL DE CALIDAD DE LOS MEDIOS

CALDO EC : control (+): E. coli ATCC 8739; control (-): Staphylococcus
aureus ATCC 25923

COLIFORMES TOTALES: control (+): E. coli ATCC 25922; control (-):
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853

COLIFORMES FECALES: control (+) : E. coli ATCC 25922; control (-):
Enterobacter aerogenes ATCC 13048

Fuente: SMEWW, 23rd edicion, 2017

El control de calidad de los medios, se realiza a todos los medios a simple
concentracion, la incubacion en tiempo y temperatura son las que sugiere el método
SMEWW, se utilizaron los medios comercialmente disponibles, seguin SMEWW no
se excedio la fecha de vencimiento y segun la ficha técnica. La tabla 2.4 muestra los
microrganismos para el control de calidad de los medios®’.
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2.4 METODOLOGIA PARA LA TOMA DE MUESTRA

AGUA EN REPOSO
MATERIALES:

Frasco de vidrio estéril de 250 ml boca ancha, y guantes®’.

PROCEDIMIENTO:

Se ubicd el sitio més adecuado para la toma de la muestra, el frasco fue destapado y
sostenido firmemente por la base, seguidamente se introdujo hasta una profundidad
de 20 cm, se procedio con el avance del frasco en forma horizontal y por debajo de
la superficie, se llend hasta un maximo de ¥ partes del frasco por dltimo se tapo y
rotuld. Las muestras recolectadas fueron puestas en un recipiente isotérmico a menos

de 10°C por un maximo de 30 horas desde el muestreo®’.

MUESTRAS DE AGUA (CANERIA)
MATERIALES: frasco estéril de boca ancha de 250 ml, mechero de alcohol,

alcohol, encendedor, guantes, cooler®’.

PROCEDIMIENTO:

Se verifico que el grifo esté conectado directamente a la red de distribucion, sin
accesorios (coladores, anexos de mangueras, etc.). De otro modo se removio
cualquier dispositivo ajeno al grifo. Se verifico que no se presenten fugas a través de
los sellos 0 empaquetaduras del cafio. Si hay fugas se debe seleccionar otro punto de

muestreo o se debid reparar los puntos de fuga antes de tomar una muestra®’.

Para empezar, se cerrd herméticamente el cafio y se retird los accesorios si los
tuviera, después se abri6 el cafio totalmente por 2 minutos, luego se llend
aproximadamente los % del frasco y finalmente se tapd y rotulo. Las muestras
recolectadas fueron puestas en un recipiente isotérmico a menos de 10°C por un

maximo de 30 horas desde el muestreo®’.

Para los ensayos microbioldgicos, la recoleccion se realiz6 en frascos de vidrio de
250 ml. Para la preparacion de la solucion eliminadora de cloro a base de tiosulfato
de sodio, ver la tabla 2.5. Para aguas potables la concentracion del agente de
eliminacion del cloro serd del 3%, estequiometricamente, 0.1ml de solucion de

tiosulfato de sodio, neutraliza 120 ml de muestra®’.
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TABLA 2.5: ELABORACION DEL AGENTE NEUTRALIZADOR DEL

CLORO LIBRE
Soluciéon y formas de tiosulfato Peso del compuesto requerido
3% anhidro 3g/100ml
3% pentahidratado 4.69/100ml

Fuente: SMEWW, 23rd edicion, 2017.

Las botellas de muestreo no deben estar completamente llenas, debera haber por lo
menos 2.5 cm de aire para la correcta homogenizacién de la muestra, el agua potable
no requiere de una previa dilucién a diferencia de las aguas no potables como las
residuales en las cuales se debe tener en cuenta la elaboracion de diluciones®’.

2.5. METODOLOGIA PARA EL ANALISIS MCROBIOLOGICO

Las muestras fueron llevadas al laboratorio, para realizar los ensayos
microbioldgicos los cuales siguieron la técnica del STANDARD METHODS FOR
EXAMINATION OF WATER AND WASTEWASTER 23RD EDITION, para la

técnica de fermentacion por tubos multiples.
2.6. TECNICA DE FERMENTACION POR TUBOS MULTIPES

COLIFORMES TOTALES
FASE PRESUNTIVA

Se usé Caldo Lauril Sulfato Triptosa (CLST), doble concentracion, se preparé de
acuerdo a la tabla 2.6 por cada muestra se utiliz6 10 tubos, se coloc6 10 ml de CLST
con su respectiva campana de Durham, el medio, los tubos y las campanas se
esterilizaron a 121°C por 15 minutos. Se verifico que las campanas de Durham no

tengan burbujas, el pH fue de 6.8 después de la esterilizacion®’.
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TABLA 2.6: PROPORCION DEL CALDO LAURIL SULFATO
TRIPTOSA SEGUN INOCULO

Cantidad de Volumen de Deshidratado de

Inéculo, Ml medio en el tubo, _ medio + Tri[c):tilsdaorlggﬂglrlido,
ml inoculo ml o/

1 10 o mas 11 o mas 35.6

10 10 20 71.2

10 20 30 53.4

20 10 30 106.8
100 50 150 106.8
100 35 135 137.1
100 20 120 213.6

Fuente: SMEWW, 23rd edicion, 2017

Se organizo los tubos en las filas de cada diez, en una gradilla. EI nimero de filas y
los volimenes de las muestras seleccionadas, dependen de la calidad y caracteristicas

del agua a ser analizada®’.

Para comenzar, se tomaron diez tubos a temperatura ambiente, (tubos enfriados
después de la esterilizacion), luego se les adicioné 10 ml de muestra y se mezclo
cuidadosamente, posteriormente los tubos fueron tapados, en este caso por tapones
de gasa y algodon (también esterilizados) y por ultimo los tubos fueron puestos a
incubar a 37 °C por 48 horas. En el caso de agua potable primero agitar las muestras

para homogenizarlas®’.

INTERPRETACION:

La produccion de gas y/o turbidez del medio CLST, constituyen reacciones positivas
presuntivas. Los tubos positivos fueron sometidos a la fase confirmativa. En la cual
la positividad de las pruebas seran medidas con la aparicion de turbidez y gas en las
campanas de Durham. La ausencia de turbidez o formacion de gas después de 48
horas manifestara que la prueba es negativa®’.
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FASE CONFIRMATIVA

El medio de cultivo es el Caldo Verde Brillante Bilis (CVB) simple concentracion,
se prepar0 la cantidad de tubos de acuerdo al nimero de positivos de la fase
presuntiva, es decir si se obtuvieran en la fase presuntiva 3 tubos positivos,
correspondera en la fase confirmatoria preparar 3 tubos con CVB, este medio con los
tubos y las campanas se esterilizaron a 121°C por 15 minutos, el pH se mantuvo

cercano a 7.2%".

De los tubos positivos de la fase previa, se extrajo la carga bacteriologica, por medio
de un asa de kolle, bastaron dos asadas como méaximo para dicho proposito,
finalmente se taparon los tubos con tapones estériles de gaza y algodén y se incubo
por 48 horas a 37°C®’.

INTERPRETACION

Los tubos con respuesta positiva fueron aquellos que presentaron turbidez en el
medio y gas en la campana de Durham. Los tubos con esas caracteristicas ya estan
listos para ser sometidos a las tablas de nUmero mas probable (NMP) ver anexo 03 y

asi establecer de forma cuantitativa la cantidad de Coliformes totales®’.

COLIFORMES FECALES
FASE PRESUNTIVA

Para comenzar, se tomaron diez tubos con sus respectivas campanas de Durham se
les adiciono 10 ml de CLST doble concentracion segun la tabla 2.6, se taparon los
tubos en este caso por tapones de gaza y algodon (también esterilizados)
posteriormente el medio, los tubos y las campanas fueron esterilizados a 121°C por

15 min en el caso de agua potable, primero homogenizar las muestras®”.

Una vez enfriados los tubos se les adiciona 10 ml de muestra, procurando que se
mezcle bien con el medio y se incuba a 37°C por 48 horas®’.

INTERPRETACION:

La produccion de gas y/o turbidez del medio CLST, constituyen reacciones positivas
presuntivas. Los tubos positivos se someteran a la fase confirmativa. En la cual la
positividad de las pruebas serdn medidas con la aparicion de turbidez y gas en las
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campanas de Durham. La ausencia de turbidez o formacion de gas después de 48
horas manifestara que la prueba es negativa®’.

FASE CONFIRMATORIA

El medio de cultivo es el caldo EC, la cantidad de tubos que se preparo fue de acuerdo
al nimero de positivos de la fase previa, estos tubos llevan su correspondiente
campana de Durham, los tubos, el medio y las campanas se esterilizaron a 121°C por

15 minutos, el pH debe ser cercano a 6.9°".

Para empezar, se tomaron los tubos enfriados después de la esterilizacién, La carga
bacteriana paso de medio a medio con un asa de kolle, solo bastaron como maximo
dos asadas, finalmente se taparon los tubos con tapones estériles de gasa y algodén y

se incubo por 24 horas a 44.5°C¥’.

INTERPRETACION

Los tubos con respuesta positiva fueron aquellos que presentaron, turbidez en el
medio y gas en la campana de Durham. Los tubos con esas caracteristicas estuvieron,
listos para ser sometidos a las tablas de nUmero mas probable NMP (ver anexo 02) y

asi establecer de forma cuantitativa la cantidad de Coliformes fecales®’.

FASE COMPLETA (IDENTIFICACION)

En esta fase se identifico a las Coliformes termotolerantes presentes en las muestras,
para esto se usé como minimo el 10% de los tubos positivos confirmados. La siembra
para el aislamiento fue en agar EMB, esta siembra se realiz6 por triplicado y se
elabor6 un testigo de control, se incubo entre 18 a 24 horas, a una temperatura de
35°C a 37°C, las colonias desarrolladas pasaron por una bateria de tubos para una

identificacion bioquimica®’.
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CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION

El método por tubos multiples, usa la capacidad fermentativa de las bacterias Coliformes
y la capacidad de las Coliformes fecales para fermentar carbohidratos como la lactosa a
temperaturas altas como 45 °C en la figura 3.13 se muestra los tubos positivos versus los
tubos no reactivos y un breve resumen del proceso para la identificacion de Coliformes

totales y fecales.

FIGURA 3.13: PROCEDIIENTO PARA LADETERMINACION
CUANTITATIVA DE COLIFORMES TOTALES Y COLIFORMES
FECALES

La fase presuntiva tanto para Coliformes Totales y Coliformes
Fecales es apartir del Caldo lauril sulfato.

En la fase confirmatoria para Coliformes Totales, los
resultados positivos de la fase presuntiva son sembrados en el
Caldo verde brillante para la determinacion de Coliformes
Totales.

En la fase confirmatoria de Coliformes Fecales, los resultados
positivos de la fase presuntiva son sembrados en Caldo EC,
para la determinacion de Coliformes Fecales.
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Los tubos resultantes positivos de la fase confirmatoria, tanto para Coliformes totales y
Coliformes fecales de todos los puntos de muestreo, estan representados desde la tabla
3.7 hasta la 3.24, Las recolecciones de las muestras en cada punto de muestreo fueron
realizadas en periodos de 15 dias, cada una de las siguientes tablas recolecta los datos
medidos en dichos periodos quincenales desde abril hasta junio del 2018. La columna de
punto de muestreo indica el sitio de recoleccion de la muestra siendo en esta
investigacion un reservorio o un domicilio, la columna de combinacién de tubos muestra
los tubos positivos de la fase confirmatoria tanto para Coliformes Totales y Coliformes
Fecales, la columna con el titulo: NMP/100 ml muestra la relacion de tubos positivos con
su correspondiente nimero mas probable segun la tabla de NMP ver anexo 02, la columna
con titulo: Limite Maximo Permisible es la que estable el valor maximo aceptado por
la normativa peruana vigente D.S. 031-2010 SA y la columna de conformidad indica de

acuerdo al D.S. 031-2010 SA si cumple con lo establecido segun esa normativa.

Los hallazgos de Coliformes totales, tanto de los reservorios R1, R2 y R3, como de los
seis domicilios presentan valores variables, que para esta investigacion se categorizaron
en CUMPLE, NO CUMPLE y CRITICO de acuerdo al valor nominal minimo (1.1
NMP/100 ml) y el maximo hallado (3.6 NMP/100 ml)

En lo que respecta a los hallazgos positivos de Coliformes fecales tanto en los tres
reservorios como en los seis domicilios se tuvo valores consistentemente menores
comparada con las Coliformes totales, sin embrago si se obtuvo en reiteradas ocasiones
un valor del doble maximo aceptado, esto quiere decir que llego a valores CRITICOS
para estas bacterias. El estudio de Bombilla C. Maria (2012), realizado cerca de la ciudad
de Arequipa, con el titulo: Determinacion de la Calidad Bacteriologica del agua, en el
distrito de Chiguata, es congruente con la presente investigacion ya que también posee
una alta frecuencia de estos indicadores, con un mayor valor de hallazgo de las Coliformes
totales respecto a las Coliformes fecales. Lo investigado por Saldafia V. Edwin J. (2017).
Investigacion con el titulo: Determinacion de la calidad del Agua para consumo humano
en el distrito de Bambamarca, provincia de Hualgayoc, region Cajamarca, también
presentd hallazgos sostenidos de mayores concentraciones de Coliformes totales respecto

a los valores para Coliformes fecales.
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TABLA3.7: RESULTADOS PARA COLIFORMES TOTALES EN EL
RESERVORIO R1 DE LA PLANTA DE CHUQUIBAMBA

Punto de Combinacién C.T. Limite Conformidad
muestreo de tubos (+) NMP/100 mi Maximo
Permisible*

Reservorio R1 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Reservorio R1 3 3.6 <1.8 CRITICO
Reservorio R1 1 1.1 <1.8 CUMPLE
Reservorio R1 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Reservorio R1 3 3.6 <1.8 CRITICO
Reservorio R1 3 3.6 <1.8 CRITICO

*Bacterias Coliformes Totales segiin D.S.031-2010-SA Reglamento de la Calidad de Agua de Consumo Humano

TABLA 3.8: RESULTADOS PARA COLIFORMES FECALES DEL
RESERVORIO R1 DE CHUQUIBAMBA

Punto de Combinacién C.F. Limite Conformidad
muestreo de tubos (+) NMP/100 ml Maximo
Permisible*

Reservorio R1 2 2.2 <1.8 CRITICO
Reservorio R1 2 2.2 <1.8 CRITICO
Reservorio R1 1 1.1 <1.8 CUMPLE
Reservorio R1 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Reservorio R1 3 3.6 <1.8 CRITICO
Reservorio R1 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE

* Bacterias Coliformes Fecales segtn D.S.031-2010-SA Reglamento de la Calidad de Agua de Consumo Humano

FIGURA 3.14: COMPARACION DE LOS LIMITES MAXIMOS
PERMISIBLES SEGUN EL D.S.031-2010, CON LOS VALORES OBTENIDOS
PARA EL RESERVORIO R1 DE CHUQUIBAMBA
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En la figura 3.14, del total de muestras analizadas provenientes del reservorio R1, al ser
comparadas con los Limites Maximos Permisibles del D.S.031-2010-SA, resulto en una
muestra tanto para Coliformes totales y fecales, este dentro del rango aceptado (ver anexo
04).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~@  DE SANTA MARIA

TABLA 3.9: RESULTADOS PARA COLIFORMES TOTALES EN EL
RESERVORIO R2 DE LA PLANTA DE CHUQUIBAMBA

Punto de Combinacién C.T. Limite Conformidad
muestreo de tubos (+) NMP/100 mi Maximo
Permisible*

Reservorio R2 3 3.6 <1.8 CRITICO
Reservorio R2 3 3.6 <1.8 CRITICO
Reservorio R2 1 1.1 <1.8 CUMPLE
Reservorio R2 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Reservorio R2 3 3.6 <1.8 CRITICO
Reservorio R2 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE

*Bacterias Coliformes Totales segiin D.S.031-2010-SA Reglamento de la Calidad de Agua de Consumo Humano

TABLA 3.10: RESULTADOS PARA COLIFORMES FECALES DEL
RESERVORIO R2 DE CHUQUIBAMBA

Punto de Combinacién C.F. Limite Conformidad
muestreo de tubos (+) NMP/100 ml Maximo
Permisible*

Reservorio R2 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Reservorio R2 3 3.6 <1.8 CRITICO
Reservorio R2 1 1.1 <1.8 CUMPLE
Reservorio R2 1 11 <1.8 CUMPLE
Reservorio R2 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Reservorio R2 1 1.1 <1.8 CUMPLE

* Bacterias Coliformes Fecales segtn D.S.031-2010-SA Reglamento de la Calidad de Agua de Consumo Humano

FIGURA 3.15: COMPARACION DE LOS LIMITES MAXIMOS
PERMISIBLES SEGUN EL D.S.031-2010, CON LOS VALORES OBTENIDOS
PARA EL RESERVORIO R2 DE CHUQUIBAMBA
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En la figura 3.15, del total de muestras analizadas provenientes del reservorio R2, al ser
comparadas con los Limites Maximos Permisibles del D.S.031-2010-SA, resulto en una
muestra para Coliformes totales y tres de Coliformes fecales estén en el rango aceptado
(ver anexo 04).
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TABLA3.11: RESULTADOS PARA COLIFORMES TOTALES EN EL
RESERVORO R3 DE LAPLANTA DE CHUQUIBAMBA

Punto de Combinacién C.T. Limite Conformidad
muestreo de tubos (+) NMP/100 mi Maximo
Permisible*

Reservorio R3 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Reservorio R3 1 1.1 <1.8 CUMPLE
Reservorio R3 3 3.6 <1.8 CRITICO
Reservorio R3 3 3.6 <1.8 CRITICO
Reservorio R3 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Reservorio R3 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE

*Bacterias Coliformes Totales segiin D.S.031-2010-SA Reglamento de la Calidad de Agua de Consumo Humano

TABLA 3.12: RESULTADOS PARA COLIFORMES FECALES DEL
RESERVORIO R3 DE CHUQUIBAMBA

Punto de Combinacién C.F. Limite Conformidad
muestreo de tubos (+) NMP/100 ml Maximo
Permisible*

Reservorio R3 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Reservorio R3 1 1.1 <1.8 CUMPLE
Reservorio R3 3 3.6 <1.8 CRITICO
Reservorio R3 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Reservorio R3 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Reservorio R3 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE

* Bacterias Coliformes Fecales segtn D.S.031-2010-SA Reglamento de la Calidad de Agua de Consumo Humano

FIGURA 3.16: COMPARACION DE LOS LIMITES MAXIMOS
PERMISIBLES SEGUN EL D.S.031-2010, CON LOS VALORES OBTENIDOS
PARA EL RESERVORIO R3 DE CHUQUIBAMBA
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En la figura 3.16, del total de muestras analizadas provenientes del reservorio R3, al ser
comparadas con los Limites Maximos Permisibles del D.S.031-2010-SA, resulto en una
muestra de Coliformes totales y tres de Coliformes fecales estén en el rango aceptado (ver
anexo 04).
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TABLA 3.13: RESULTADOS PARA COLIFORMES TOTALES EN
DOMICILIO 1 DE LAPLANTA DE CHUQUIBAMBA

Punto de Combinacién C.T. Limite Conformidad
muestreo de tubos (+) NMP/100 mi Maximo
Permisible*

Domicilio 1 3 3.6 <1.8 CRITICO
Domicilio 1 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 1 3 3.6 <1.8 CRITICO
Domicilio 1 1 1.1 <1.8 CUMPLE
Domicilio 1 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 1 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE

*Bacterias Coliformes Totales segiin D.S.031-2010-SA Reglamento de la Calidad de Agua de Consumo Humano

TABLA 3.14: RESULTADOS PARA COLIFORMES FECALES EN EL
DOMICILIO 1 DE CHUQUIBAMBA

Punto de Combinacién C.F. Limite Conformidad
muestreo de tubos (+) NMP/100 ml Maximo
Permisible*

Domicilio 1 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 1 0 <1.1 <1.8 CUMPLE
Domicilio 1 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 1 1 11 <1.8 CUMPLE
Domicilio 1 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 1 1 1.1 <1.8 CUMPLE

* Bacterias Coliformes Fecales segtn D.S.031-2010-SA Reglamento de la Calidad de Agua de Consumo Humano

FIGURA 3.17: COMPARACION DE LOS LIMITES MAXIMOS
PERMISIBLES SEGUN EL D.S.031-2010 CON LOS VALORES OBTENIDOS
PARA EL DOMICILIO 1 DE CHUQUIBAMBA
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En la figura 3.17, del total de muestras analizadas provenientes del Domiciliol, al ser
comparadas con los Limites Maximos Permisibles del D.S.031-2010-SA, resulto en una
muestra de Coliformes totales y tres de Coliformes fecales estén en el rango aceptado (ver
anexo 04).
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TABLA 3.15: RESULTADOS PARA COLIFORMES TOTALES EN
DOMICILIO 2 DE LAPLANTA DE CHUQUIBAMBA

Punto de Combinacién C.T. Limite Conformidad
muestreo de tubos (+) NMP/100 mi Maximo
Permisible*

Domicilio 2 1 1.1 <1.8 CUMPLE
Domicilio 2 3 3.6 <1.8 CRITICO
Domicilio 2 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 2 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 2 3 3.6 <1.8 CRITICO
Domicilio 2 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE

*Bacterias Coliformes Totales segiin D.S.031-2010-SA Reglamento de la Calidad de Agua de Consumo Humano

TABLA3.16: RESULTADOS PARA COLIFORMES FECALES DEL
DOMICILIO 2 DE CHUQUIBAMBA

Punto de Combinacién C.F. Limite Conformidad
muestreo de tubos (+) NMP/100 ml Maximo
Permisible*

Domicilio 2 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 2 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 2 0 <1.1 <1.8 CUMPLE
Domicilio 2 1 11 <1.8 CUMPLE
Domicilio 2 q\ 1. <1.8 CUMPLE
Domicilio 2 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE

* Bacterias Coliformes Fecales segiin D.S.031-2010-SA Reglamento de la Calidad de Agua de Consumo Humano

FIGURA 3.18: COMPARACION DE LOS LIMITES MAXIMOS
PERMISIBLES SEGUN D.S.031-2010 CON LOS VALORES OBTENIDOS
PARA EL DOMICILIO 2 DE CHUQUIBAMBA
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En la figura 3.18, del total de muestras analizadas provenientes del Domicilio 2, al ser
comparadas con los Limites Maximos Permisibles del D.S.031-2010-SA, resulto en una
muestra para Coliformes totales y tres muestras de Coliformes fecales estén en el rango
aceptado (ver anexo 04).
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TABLA3.17: RESULTADOS PARA COLIFORMES TOTALES EN
DOMICILIO 3DE LAPLANTA DE CHUQUIBAMBA

Punto de Combinacién C.T. Limite Conformidad
muestreo de tubos (+) NMP/100 mi Maximo
Permisible*

Domicilio 3 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 3 3 3.6 <1.8 CRITICO
Domicilio 3 3 3.6 <1.8 CRITICO
Domicilio 3 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 3 1 1.1 <1.8 CUMPLE
Domicilio 3 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE

*Bacterias Coliformes Totales segiin D.S.031-2010-SA Reglamento de la Calidad de Agua de Consumo Humano

TABLA 3.18: RESULTADOS PARA COLIFORMES FECALES DEL
DOMICILIO 3 DE CHUQUIBAMBA

Punto de Combinacién C.F. Limite Conformidad
muestreo de tubos (+) NMP/100 ml Maximo
Permisible*

Domicilio 3 1 ]! <1.8 CUMPLE
Domicilio 3 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 3 1 1.1 <1.8 CUMPLE
Domicilio 3 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 3 q\ 1. <1.8 CUMPLE
Domicilio 3 0 <1.1 <1.8 CUMPLE

* Bacterias Coliformes Fecales segiin D.S.031-2010-SA Reglamento de la Calidad de Agua de Consumo Humano

FIGURA 3.19: COMPARACION DE LOS LIMITES MAXIMOS
PERMISIBLES SEGUN D.S.031-2010 CON LOS VALORES OBTENIDOS
PARA EL DOMICILIO 3 DE CHUQUIBAMBA
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En la figura 3.19, del total de muestras analizadas provenientes del Domicilio 3, al ser
comparadas con los Limites Maximos Permisibles del D.S.031-2010-SA, resulto en una
muestra de Coliformes totales y dos muestras de Coliformes fecales estén en el rango
aceptado (ver anexo 04).
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TABLA 3.19: RESULTADOS PARA COLIFORMES TOTALES EN
DOMICILIO 4 DE LAPLANTA DE CHUQUIBAMBA

Punto de Combinacién C.T. Limite Conformidad
muestreo de tubos (+) NMP/100 mi Maximo
Permisible*

Domicilio 4 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 4 3 3.6 <1.8 CRITICO
Domicilio 4 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 4 1 1.1 <1.8 CUMPLE
Domicilio 4 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 4 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE

*Bacterias Coliformes Totales segiin D.S.031-2010-SA Reglamento de la Calidad de Agua de Consumo Humano

TABLA 3.20: RESULTADOS PARA COLIFORMES FECALES DEL
DOMICILIO 4 DE CHUQUIBAMBA

Punto de Combinacién C.F. Limite Conformidad
muestreo de tubos (+) NMP/100 ml Maximo
Permisible*

Domicilio 4 1 ]! <1.8 CUMPLE
Domicilio 4 0 <1l.1 <1.8 CUMPLE
Domicilio 4 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 4 1 11 <1.8 CUMPLE
Domicilio 4 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 4 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE

* Bacterias Coliformes Fecales segiin D.S.031-2010-SA Reglamento de la Calidad de Agua de Consumo Humano

FIGURA 3.20: COMPARACION DE LOS LIMITES MAXIMOS
PERMISIBLES SEGUN D.S.031-2010 CON LOS VALORES OBTENIDOS
PARA EL DOMICILIO 4 DE CHUQUIBAMBA
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En la figura 3.20, del total de muestras analizadas provenientes del Domicilio 4, al ser
comparadas con los Limites Maximos Permisibles del D.S.031-2010-SA, resulto en una
muestra de Coliformes totales y tres muestras de Coliformes fecales estén en el rango
aceptado (ver anexo 04).
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TABLA3.21: RESULTADOS PARA COLIFORMES TOTALES EN
DOMICILIO 5 DE LAPLANTA DE CHUQUIBAMBA

Punto de Combinacién C.T. Limite Conformidad
muestreo de tubos (+) NMP/100 mi Maximo
Permisible*

Domicilio 5 3 3.6 <1.8 CRITICO
Domicilio 5 1 1.1 <1.8 CUMPLE
Domicilio 5 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 5 3 3.6 <1.8 CRITICO
Domicilio 5 1 1.1 <1.8 CUMPLE
Domicilio 5 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE

*Bacterias Coliformes Totales segiin D.S.031-2010-SA Reglamento de la Calidad de Agua de Consumo Humano

TABLA3.22: RESULTADOS PARA COLIFORMES FECALES DEL
DOMICILIO 5 DE CHUQUIBAMBA

Punto de Combinacién C.F. Limite Conformidad
muestreo de tubos (+) NMP/100 ml Maximo
Permisible*

Domicilio 5 2 2.2 <1.8 CUMPLE
Domicilio 5 1 1.1 <1.8 CUMPLE
Domicilio 5 0 <1.1 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 5 2 2.2 <1.8 CUMPLE
Domicilio 5 q\ 1. <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 5 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE

* Bacterias Coliformes Fecales segiin D.S.031-2010-SA Reglamento de la Calidad de Agua de Consumo Humano

FIGURA 3.21: COMPARACION DE LOS LIMITES MAXIMOS
PERMISIBLES, SEGUN EL D.S. 031-2010 CON LOS VALORES OBENIDOS
PARA EL DOMICILIO 5 EN CHUQUIBAMBA
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MICROORGANISMOS HALLADOS

En la figura 3.21, del total de muestras analizadas provenientes del Domicilio 5, al ser
comparadas con los Limites Maximos Permisibles del D.S.031-2010-SA, resulto en dos
muestras de Coliformes totales y tres muestras de Coliformes fecales estén en el rango
aceptado (ver anexo 04).
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TABLA 3.23: RESULTADOS PARA COLIFORMES TOTALES EN
DOMICILIO 6 DE LAPLANTA DE CHUQUIBAMBA

Punto de Combinacién C.T. Limite Conformidad
muestreo de tubos (+) NMP/100 mi Maximo
Permisible*

Domicilio 6 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 6 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 6 3 3.6 <1.8 CRITICO
Domicilio 6 1 1.1 <1.8 CUMPLE
Domicilio 6 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 6 1 1.1 <1.8 CUMPLE

*Bacterias Coliformes Totales segiin D.S.031-2010-SA Reglamento de la Calidad de Agua de Consumo Humano

TABLA3.24: RESULTADOS PARA COLIFORMES FECALES DEL
DOMICILIO 6 DE CHUQUIBAMBA

Punto de Combinacién C.F. Limite Conformidad
muestreo de tubos (+) NMP/100 ml Maximo
Permisible*

Domicilio 6 2 2.2 <1.8 NO CUMPLE
Domicilio 6 1 1.1 <1.8 CUMPLE
Domicilio 6 1 1.1 <1.8 CUMPLE
Domicilio 6 1 11 <1.8 CUMPLE
Domicilio 6 0 <1.1 <1.8 CUMPLE
Domicilio 6 1 1.1 <1.8 CUMPLE

* Bacterias Coliformes Fecales segiin D.S.031-2010-SA Reglamento de la Calidad de Agua de Consumo Humano

FIGURA 3.22: COMPARACION DE LOS LIMITES MAXIMOS
PERMISIBLES SEGUN D.S.031-2010 CON LOS VALORES OBTENIDOS
PARA EL DOMICILIO 6 DE CHUQUIBAMBA
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En la figura 3.22, del total de muestras analizadas provenientes del Domicilio 6, al ser
comparadas con los Limites Maximos Permisibles del D.S.031-2010-SA, resulto en dos
muestras de Coliformes totales y cinco muestras de Coliformes fecales estén en el rango
aceptado (ver anexo 04).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

El D.S. 031-2010, (ver anexo 04), para agua potable en el caso de bacterias Coliformes
totales y fecales establece que dichas aguas deberan tener <1.8 NMP/ 100 ml, para ambos
grupos. En las muestras de los reservorios se obtuvieron los resultados (en promedios)
siguientes para Coliformes totales R1: 2.7 NMP/100 ml, R2: 2.7 NMP/100 mly R3: 2.5
NMP/100 ml, para Coliformes fecales son los siguientes: R1:2.3 NMP/ 100 ml, R2: 1.9
NMP/ 100 ml y R3: 2.3 NMP/100ml Todos los valores obtenidos exceden los LMP de la
normativa peruana vigente, Para los valores de Coliformes totales de los seis domicilios
tenemos los siguientes resultados(en promedios): Domicilio (1): 2.5 NMP/100 ml,
domicilio (2): 2.5 NMP/100 ml, domicilio (3): 2.5 NMP/100 ml, el domicilio (4): 2.3
NMP/ 100 ml, domicilio (5): 2.3 NMP/100 ml y domicilio (6): 2.1 NMP/100 ml. En
cuanto a las Coliformes fecales tenemos los siguientes resultados (en promedios), para el
domicilio (1): 1.5 NMP/100 ml, domicilio (2): 1.5 NMP /100 ml, domicilio (3): 1.3
NMP/100 ml, domicilio (4): 1.5 NMP/100 ml, domicilio (5): 1.5NMP/100 ml y domicilio
(6): 1.1 NMP/100 ml, todos los resultados (en promedio y de cada punto de muestreo),
para Coliformes totales, fueron ligeramente superiores a lo establecido por la normativa
vigente. En tanto para las Coliformes fecales los resultados obtenidos de los reservorios
también estuvieron ligeramente por encima de los establecido en la normativa actual por
otro lado los resultados obtenidos en los domicilios (promedios) estuvieron dentro de los
LMP. Las investigaciones siguientes: Saldafia V. Edwin J. (2017). Investigacién con el
titulo: Determinacion de la calidad del Agua para consumo humano en el distrito de
Bambamarca, provincia de Hualgayoc, region Cajamarca, y El estudio de Bombilla C.
Maria (2012), realizado cerca de la ciudad de Arequipa, con el titulo: Determinacion de
la Calidad Bacterioldgica del agua, en el distrito de Chiguata, describen variabilidad en
la concentracion y frecuencia de hallazgos positivos para bacterias Coliformes totales y
fecales. Es légico que dichos resultados contengan alguna variacién con la presente
investigacién, en intensidad de los ya mencionados hallazgos positivos, ya que esto
también depende de caracteristicas especificas de las zonas de estudio, y justamente estas
investigaciones han sido elaboradas en diferentes areas geogréaficas, por otro lado los
resultados obtenidos en cada sesion que se realiz6 el muestreo no deben ser
individualizados ya que los resultados méas fiables seran los que correspondan a los
promedios obtenidos.
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Los tubos positivos de la fase confirmatoria para Coliformes fecales fueron sembrados en
Agar EMB, con el fin de identificar morfoldgicamente y aislar a las bacterias causantes

de la contaminacién del tipo fecal.

En la imagen superior se tienen dos colonias fermentadoras de lactosa una de ellas con
una colonia definida oscura y con brillo metélico, presumiblemente Escherichia coli, la
otra colonia presenta un crecimiento mucoide, acuoso de color negro presumiblemente

de los géneros Klebsiella o Enterobacter.

En la imagen inferior se dividio la placa Petri en la mitad para sembrar por separado las
colonias antes mencionadas y asi tenerlas aisladas y poder observar con més claridad sus

caracteristicas morfoldgicas.
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RESULTADOS PRUEBAS BIOQUIMICAS
Una vez aisladas las colonias del Agar EMB, se procedio a la identificacion bioquimica
de estas bacterias, estas colonias se sometieron a una bateria de tubos conformada por las

siguientes pruebas de Agar TSI, Agar LIA, Agar citrato segun Simmons, y prueba del

indol.

Klebsiella pneumoniae: TSI: (A/A +, -); LIA: (K/K+, -); CITRATO SEGUN SIMONS:
(+); INDOL.: (-)

Escherichia coli: TSI: (A/A +, -); LIA: (K/K+, -); CITRATO SEGUN SIMONS: (-);
INDOL.: (+)
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TABLA 3.25: PRUEBAS DE IDENTIFICACION DE ESPECIES

ENCONTRADA
GAS

MICROORGANISMO | INDOL | CITRATO | SH; | o J~dcn | LISINA | SACAROSA | LACTOSA
E.coli + - - + + + +
Citrobacter freundii - + Vv + - Y, \'
Citrobacter

; + + - + -
diversus v v
KIebS|eIIq ) + ) + f + +
pneumoniae
Klebsiella oxytoca + + - + + + +
Enterobacter ) + _ o + N +
aerogenes
Enterobacter cloacae - + - + 3 + +

(+): resultado positivo; (-): resultado negativo; (V): resultado variable

En lo referente a la identificacion de las bacterias de origen fecal, se esquematiza en la
figura 3.23, los hallazgos para Coliformes fecales en todos los puntos de muestreo de los
reservorios y de los domicilios se logré obtener 30 resultados positivos para Escherichia.
coli y 6 resultados positivos para klebsiella pneumoniae, estos resultados son compatibles
con los obtenidos por Bombilla C. Maria, (2012) en su investigacion con el titulo:
Determinacion de la Calidad Bacteriologica del agua, en el distrito de Chiguata. Donde
la presencia de las bacterias indicadoras tanto Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae
son las mas frecuentes en sus hallazgos. La E.coli es la bacteria indicadora mas abundante
en cuanto a su presencia en las aguas analizadas de Chuquibamba, siendo esto congruente
con los hallado por: Amado C. Marjorie F.(2017). Investigacion con el titulo:
Determinacion Bacterioldgica de la calidad del Agua de consumo humano del distrito de
Majes, Arequipa. En la cual también dicha bacteria es la mas abundante en dicha

investigacion.
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FIGURA 3.23: FRECUENCIA DE HALLAZGOS POSITIVOS DE E. COLI'Y
KLEBSIELLA PNEUMONIAE
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MICROORGANISMO HALLADO

La red de abastecimiento de agua para la planta de potabilizacién en Chuquibamba no
esta canalizada ni protegida del medio ambiente y es asi que animales de pastoreo tienen
contacto directo con las aguas que seran tratadas posteriormente y ademas los habitantes
de caserios cercanos establecen sus hogares y los corrales de sus animales cerca de estas
fuentes naturales de agua que estan expuestas a las excretas de las personas y de animales

de sangre caliente.

Con los datos obtenidos tanto en los Reservorios como en los Domicilios existe evidencia
que la desinfeccion por sales de cloro y especificamente, por su efecto residual es
considerable, ya que en el caso de las Coliformes totales medidas en los Reservorios con
un valor (promedio) de 2.6 NMP/100 ml versus los Domicilios con un valor (promedio)
2.4 NMP/100 ml se evidencia que el tiempo transcurrido del agua de los reservorios a los
Domicilios mengua la cantidad de estas bacterias, en el caso de las Coliformes fecales es
tal cual lo visto en las Coliformes totales, los reservorios registraron un valor (promedio)
2.2 NMP/ 100 ml versus el promedio de los resultados de los Domicilios que fue de 1.4
NMP/ 100 ml otra vez el tiempo y el desinfectante disminuyeron la cantidad de estas
bacterias en el agua.
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1. PRUEBAS DE CONTRASTE

COLIFORMES TOTALES EN LOS RESERVORIOS R1, R2y R3

RESERVORIO R1 RESERVORIO R2 RESERVORIO R3
NMP/100ml NMP/100ml NMP/100ml
2.2 3.6 2.2
3.6 3.6 11
11 11 3.6
2.2 2.2 3.6
3.6 3.6 2.2
3.6 2.2 2.2
RESUMEN
GRUPOS CUENTA SUMA PROMEDIO VARIANZA
RESERVORIO R1 6 16.3 2.7 1.1
RESERVORIO R2 6 16.3 2.7 1.1
RESERVORIO R3 6 14.9 2.5 0.9
ANOVA
FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE PRD(?EML%DSIO =
VARIACION CUADRADOS LIBERTAD CUADRADOS
ENTRE 0.218 2 0.109 0.105
MUESTRAS
DENTRO DE 15.625 15 1.042
MUESTRAS
TOTAL 15.843 17

El valor de F, obtenido es de 0.105, este valor es menor que el valor de F de tabla 3.682,
por lo tanto, se acepta la hipétesis nula, con lo cual estadisticamente y con una confianza
del 95%, las medias para Coliformes totales, de los reservorios R1, R2 y R3 de
Chuquibamba no difieren significativamente. Esto significa que las muestras obtenidas
para CT de los reservorios no varian entre si, ademas que los reservorios tienen las
mismas condiciones en cuanto a limpieza y mantenimiento y por lo cual la carga
bacteriana, proviene y contamina el agua antes de la entrada a los reservorios.

COLIFORMES FECALES EN LOS RESERVORIOS R1, R2y R3

RESERVORIO R1 RESERVORIO R2 RESERVORIO R3
NMP/100ml NMP/100ml NMP/100ml
2.2 2.2 2.2
2.2 3.6 11
11 11 3.6
2.2 11 2.2
3.6 2.2 2.2
2.2 1.1 2.2
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RESUMEN
GRUPOS CUENTA SUMA PROMEDIO VARIANZA

RESERVORIO R1 6 13.5 2.3 0.6

RESERVORIO R2 6 11.3 1.9 1.0

RESERVORIO R3 6 13.5 2.3 0.6
ANOVA

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE CUADRO

VARIACION CUADRADOS LIBERTAD MEDIO F
ENTRE 0.538 2 0.269 0.357
MUESTRAS
DENTRO DE 11.298 15 0.753
MUESTRAS
TOTAL 11.836 17

El valor de F obtenido es de 0.357, este valor es menor que el valor de F de tabla 3.682,
por lo tanto, se acepta la hipotesis nula, con lo cual estadisticamente y con una confianza
del 95%, las medias en Coliformes fecales de los reservorios, R1, R2 y R3 de
Chuquibamba no difieren significativamente. Esto significa que las muestras obtenidas
para CF de los reservorios no varian entre si, ademas que los reservorios tienen las mismas
condiciones en cuanto a limpieza y mantenimiento y por lo cual la carga bacteriana,

proviene y contamina el agua antes de la entrada a los reservorios.

COLIFORMES TOTALES EN DOMICILIOS

DOMICILIO1 DOMICILIO2 DOMICILIO3 DOMICILIO4 DOMICILIOS DOMICILIOG6

NMP/100ml NMP/100ml NMP/100ml NMP/100ml NMP/100ml NMP/100ml
3.6 1.1 2.2 2.2 3.6 2.2
2.2 3.6 3.6 3.6 11 2.2
3.6 . 3.6 2 2.2 3.6
1.1 2.2 2.2 1.1 3.6 11
2.2 3.6 11 2.2 11 2.2
2.2 2.2 2.2 2.2 2.2 1.1
RESUMEN
GRUPOS CUENTA SUMA PROMEDIO VARIANZA
DOMICILIO 1 6 14.9 2.5 0.9
DOMICILIO 2 6 14.9 2.5 0.9
DOMICILIO 3 6 14.9 2.5 0.9
DOMICILIO 4 6 13.5 2.3 0.6
DOMICILIO 5 6 13.8 2.3 13
DOMICILIO 6 6 12.4 2.1 0.9
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ANOVA

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE CUADRO E
VARIACION CUADRADOS LIBERTAD MEDIO

ENTRE
MUESTRAS 0.876 5 0.175 0.190
DENTRO DE
MUESTRAS 21.653 30 0.922

TOTAL 28.529 35

El valor de F obtenido es de 0.190, este valor es menor que el valor de F de tabla 2.534,
por lo tanto, se acepta la hipétesis nula, con lo cual estadisticamente y con una confianza
del 95% las medias en Coliformes totales, de los seis Domicilios muestreados, de
Chuquibamba no difieren significativamente entre si. Lo cual manifiesta que la red de
distribucion del agua potable en todo su recorrido presenta las mismas condiciones en
infraestructura para los seis domicilios, el ingreso y la contaminacién por agentes

patogenos en este caso CT, no proviene por algin problema de la red de distribucion.

COLIFORMES FECALES EN DOMICILIOS

DOMICILIO1 DOMICILIO2 DOMICILIO3 DOMICILIO4 DOMICILIO5 DOMICILIO®G

NMP/100ml NMP/100ml NMP/100ml NMP/100ml NMP/100ml NMP/100ml
2.2 2.2 11 1.1 2.2 2.2
0.0 2.2 2.2 0.0 Jwdl 1.1
2.2 0.0 1.1 2.2 0.0 1.1
1L 11 2.2 il 2.2 11
2.2 1.1 1.1 2.2 11 0.0
1.1 2.2 0.0 2.2 2.2 1.1
RESUMEN
GRUPOS CUENTA SUMA PROMEDIO VARIANZA
DOMICILIO 1 6 8.8 15 0.8
DOMICILIO 2 6 8.8 15 0.8
DOMICILIO 3 6 7.7 13 0.7
DOMICILIO 4 6 8.8 15 0.8
DOMICILIO 5 6 8.8 1.5 0.8
DOMICILIO 6 6 6.6 11 0.5
ANOVA
FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE CUADRO F
VARIACION CUADRADOS LIBERTAD MEDIO
ENTRE
MUESTRAS 0.706 5 0.141 0.193
DENTRO DE
MUESTRAS 21.982 30 0.733
TOTAL 22.688 35
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El valor de F obtenido es de 0.193, este valor es menor que el valor de F de tabla 2.534,
por lo tanto, se acepta la hipétesis nula, con lo cual estadisticamente y con una confianza
del 95% las medias en Coliformes fecales, de los seis Domicilios muestreados, de
Chuquibamba no difieren significativamente entre si. Lo cual manifiesta que la red de
distribucion del agua potable en todo su recorrido presenta las mismas condiciones en
infraestructura para los seis domicilios, el ingreso y la contaminacion por agentes

patogenos en este caso CF, no proviene por algun problema de la red de distribucion.
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CONCLUSIONES

Primera, las Coliformes totales en los reservorios y domicilios, poseen los siguientes
valores: 2.7 NMP/ 100 ml; 2.7 NMP/ 100 ml y 2.5 NMP/ 100 ml, para los reservorios R1,
R2 y R3 respectivamente y para los seis domicilios: 2.5 NMP/ 100 ml, 2.5 NMP/100 ml,
2.5 NMP/ 100 ml, 2.3 NMP/ 100 ml, 2.3 NMP/100 ml y 2.1 NMP/100 ml.

Segunda, la cantidad de Coliformes fecales en los reservorios y domicilios, fue la
siguiente: 2.3 NMP/100 ml, 1.9 NMP/ 100 ml y 2.3 NMP/ 100 ml para R1, R2 y R3
respectivamente y para los seis domicilios fue: 1.5 NMP/ 100 ml, 1.5 NMP/ 100 ml, 1.3
NMP/ 100 ml, 1.5 NMP/ 100 ml, 1.5 NMP/100 ml y 1.1 NMP/ 100 ml.

Tercera, las Coliformes fecales encontradas en los reservorios y en los domicilios fueron:

Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae.

Cuarta, el agua potable analizada proveniente de los reservorios y de los domicilios,
presenta Coliformes totales y fecales en cantidad variable, los valores de Coliformes
totales estan ligeramente elevados en los reservorios y en los domicilios con valores
(promedios) de 2.6 NMP/ 100 ml y 2.4 NMP/ 100 ml. Con respecto a las Coliformes
fecales estas también estan ligeramente elevadas, con un valor (promedio) en reservorios
de 2.2 NMP/ 100 ml, aunque por otro lado en los domicilios los valores estan en el
marguen aceptable con un valor promedio de 1.4 NMP/ 100 ml segin la normativa
vigente (DS 031-2010) la cual establece limites maximos permisibles para estos grupos
de bacterias, menores de <1.8 NMP/100 ml.
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RECOMENDACIONES

1. Implementar y mejorar la infraestructura en la captacion y procesamiento del agua,
el mantenimiento de las redes de distribucion y de los reservorios y en todo lo
referente al abastecimiento de agua potable.

2. Establecer un monitoreo periddico, en el cual este incluido el analisis microbioldgico
tanto en los reservorios como en los domicilios.

3. Concientizar a los pobladores en la importancia de cuidar el recurso hidrico y lo
importante de hervir el agua, ya que la contaminacién por microorganismos puede
originar graves enfermedades.

4. Brindar capacitacion a los ganaderos para que sus animales de pastoreo no estén tan
cerca de las captaciones de agua y de los manantiales naturales para que de esta

manera dichos animales no contaminen el agua con sus excretas.
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ANEXO 01

FORMATO PARA LA ETIQUETA EN EL MUESTREO

SOLICITANTE:

LUGAR DE PROCEDENCIA:

PUNTO DE MUESTREO:

FECHA:

NOMBRE DEL ANALISTA:

ORIGEN DE LA MUESTRA:

N° DE MUESTRA:

HORA DE MUESTREQ:

OBSERVACIONES:
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ANEXO 02

TABLA DE RESULTADOS PARA AGUA POTABLE (Standard Methods, 2017)

indice de NMP y Limites de Confianza al 95% para todas las combinaciones de

Resultados positivos y negativos cuando se usan porciones de 10 ml.

No. De tubos | indice de NMP/ Limites de Confianza al 95%
positivos 100 ml
BAJO ALTO
0 v T Y NS —— 3.4
1 11 0.051 5.9
2 2.2 0.37 8.2
3 3.6 0.91 9.7
4 5.1 1.6 13
5 6.9 25 15
6 9.2 3.3 19
7 12 4.8 24
8 16 5.8 34
9 23 8.1 53
10 >23 (1 T
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ANEXO 03

COMPOSICION Y PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO
(DIFCO 2009)

1.- CALDO LAURIL SULFATO TRIPTOSA

Medio de cultivo selectivo para el ensayo previo orientativo de Coliformes y para el
enriquecimiento selectivo de los mismos, en la investigacion de aguas, productos lacteos

y alimentarios®®.

FUNDAMENTO

Debido a su elevada calidad nutritiva y al tampon de fosfato que contiene este medio de
cultivo. Se garantiza el rapido crecimientos y la intensa formacion de gas incluso para
fermentadores lentos de lactosa. La formacion de gas debera ser medida por campanas de
fermentacion. La presencia de lauril sulfato inhibe el crecimiento de la flora acompafante

no deseable®.

FORMULA (g/litro)

SR riptosa SN ... B . ... SR W Y 2009
O Laniikind Vernt | BNt N 50¢9
SIOOTUTOISOTICT . . PE BN ey B2 ot 509
e Laurilsulfato, sal sodica...............ccoevviiiinn.... 01g
e Fosfato dipotasico...........cccoviiiiiniiiiiiinn.. 2.75¢
o FOSfato POtASICO. ...uvviniiieiiieeeterereneeieeeaass 2759

PREPARACION
Disolver 35.5 g en un litro de agua destilada, dejar que rompa ebullicion por no mas de
tres veces. Distribuir 10 ml en tubos de ensayo, provistos de campanas de Durham y

esterilizar en autoclave (15 min. a 121°C)5%,

De izquierda a derecha, reaccion positiva para primer tubo y reaccién negativa para el

siguiente.
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2.- CALDO VERDE BRILLANTE

Medio de cultivo para el enriquecimiento selectivo y numeracion de Coliformes totales

en aguas, leche, alimentos. Por el método del Numero Més Probable®?.

FUNDAMENTO

En este medio de cultivo, la peptona aporta los nutrientes necesarios para el adecuado
desarrollo bacteriano, la bilis y el verde brillante, son los agentes selectivos que inhiben
el desarrollo de las bacterias Gram positivas y Gram negativas menos las Coliformes y la

lactosa es el hidrato de carbono fermentable®?.

Es una propiedad del grupo Coliforme, la fermentacion de la lactosa con produccion de

acido y gas®L.

FORMULA (g/L)
e Bilis de buey deshidratado ......................oveineen, 20.0¢g
§F Lactosap,....... 0wy, ad..o.... 4000 N5 ). .. 10.0¢g
o Peptona B ....... wew...... % SR YW 1009
e Verdebrillante ..., 0.01g
PREARACION

Suspender 40 gramos en un litro de agua purificada, disolver y distribuir 10 ml por tubo
con campana de Durham. Calentar hasta romper ebullicién por tres veces como maximo,

autoclavar (15 min. a 121°C)®%2,

_

De izquierda a derecha, reaccion positiva para el primer tubo, reaccion negativa para el

siguiente
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3.-CALDO EC
Medio utilizado para el recuento de Coliformes fecales y Escherichia coli en agua®.

FUNDAMENTO

Medio recomendado por Hajna y Perry, para el recuento de coliformes en alimentos. En
el medio de cultivo la tripteina es la fuente de péptidos, aminoacidos y nitrogeno. La
lactosa es el hidrato de carbono fermentable y favorece el desarrollo de bacterias
coliformes, las sales biliares inhiben el crecimiento de la flora acompariante Gram
positiva, las sales de fosfato. Constituyen un sistea buffer que impide que los productos
acidos originados por la fermentacién de la lactosa afectan el crecimiento microbiano y
el cloruro de sodio mantiene el balance osmatico®:.

FORMULA (g/L)
@A TIPICING. . v evivrinieneenconceinecncer o RPERT.. 2009
@F Lactosay. ......q .. 8 g -eoreoriene. o dR NG 509
e Salesbiliares N°3......cooiiiiiiiiiiiinineiiis 199
e Fosfato dipotasico.........coeviviiiiiiiiiiininannn 4.0g
e Fosfato monpotasico...........cooevuiiuiiiiinninnnn. 1.5¢
e Cloruro de sodio..........oovvviiiiiniiniiiiiinnannn. 5.0g
R N LV T B e et 6.9

INSTRUCCIONES

Suspender 37.4 g del polvo en un litro de agua purificada. dejar reposar minutos. Calentar
con agitacion frecuente y llevar a ebullicion para su total disolucion. Distribuir en tubos
de ensayo que contengan campanas de Durham. Esterilizar en autoclave 121°C durante

15 minutos®?.

De izquierda derecha, reaccion positiva para el primer tubo, negativa para el segundo.
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4.-AGAR EMB (Eosina Azul de metileno)

Este medio de cultivo se utiliza para aislamiento selectivo de bacterias Gram negativas,
de répido crecimiento y escasas exigencias nutricionales, permite el desarrollo de todas

las especies de la familia Enterobacteriaceae®’.

FUNDAMENTO

Es nutritivo por la presencia de peptona que favorece el desarrollo microbiano. La
diferencia entre los microorganismos capaces de utilizar la lactosa y/o sacarosa, y
aquellas gque son incapaces de hacerlo, esta dada por los indicadores de Eosina y Azul de
metileno; estas ejercen efecto inhibitorio sobre una amplia variedad de bacterias Gram

positivas®?.

Muchas cepas de E.coli y Citrobacter spp, presentan un caracteristico brillo metalico, las
cepas que utilizan la lactosa poseen centro oscuro con periferia azulada o rosad, mientras

que las que no lo hacen son incoloras®?.

FORMULA (g/ L)
BShtona. ... BRUR ... . B ... .. DR Y 10.0g
IR . TR B  ET Y ¢ 5.0¢
BRSSO iporasicom,. . B 8. o L. Wl 2049
EOSTHEEEA o0, .. [ B L0 049
Azul de metileno................oo 0.065¢
Agar.....oooiiiiiiiiiivie. ST . . 1359
pH final 7.2

INSTRUCCIONES

Suspender 36 g del polvo en un litro de agua destilada. Reposar 5 minutos calentar con
agitacion frecuente y llevar a ebullicidn hasta la disolucién total. Esterilizar en autoclave
121°C durante 15 minutos®?,

De izquierda a derecha, organismo no fermentador y organismo fermentador de lactosa
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5.-TRIPLE SUGAR IRON (TSI)

FUNDAMENTO

La degradacion del aztcar con formacion de acido se manifiesta por un cambio de color
del indicador rojo de fenol que vira de anaranjado-rojizo a amarillo, o por un viraje a rojo
intenso en caso de alcalinizacion. El tiosulfato es reducido por algunos gérmenes a acido
sulfhidrico, el cual reacciona con la sal férrica. Produciendo sulfuro de hierro de color

negro®L,

FORMULA (g/ L)
e Peptonadecamne............ooviiiiiiiiiiiiiiiiiii 50¢9
e Extractodelevadura.....................l 3.0g
o' BEPIGHT de cascTijges .. gl ... B N0 P . 0L 15.0g
o SEXIraCitile carncy, N..IF 400, ... IR N0 8. . 3.0¢9
@ LACtOSA ..t 10.0g
B NSacarosak.. ... .. 8. . & ........... LfEETY. 10.0¢g
o Glucosa ... 0000 AL . ... B 0 ) 109
¥ Cloruro d8Bodio....mee. .. ... .00 BN 0 5090
e Tiosulfato de sodio..........cceevviiiiiiiiiiiiiinn, 0.3g
B s adnk oL BB SEET. TEEE a N 1209
S (0] W oy | B | Pt S P 0.024 g

INSTRUCCIONES

Disolver 65 g/L, hervir hasta su completa disolucion y ajustar a pH 7.4, llevar a autoclave

a 121°C por 15 minutos y distribuir en tubos inclinados formando pico flauta®’,

Triple Sugar Iron (TSI) test

;“;Fllll 1]
et

A/A AA KA K/A K/A Joa
AA Gu AN Gm AK KK

sulfide hydogen,
sulfide

Posibles reacciones en el medio TSI
Fuente: http://www.biologypractical.com/tsi-triple-sugar-iron-test-objectiveprinciple.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

6.- AGAR LISINA-HIERRO (LIA)

Agar de ensayo para la demostracion simultanea de lisina descarboxilasa (LD) y la
formacion de &cido sulfhidrico para la identificacion de Enterobacterias, sobre todo

Salmonella y Arizona®:.

FUNDAMENTO

La lisina puede ser descarboxilada por microorganismos LD-positivos, que la
transforman en la amina Cadaverina. Esto produce un viraje al violeta del indicador de
pH purpura de bromocresol puesto que la descarboxilacién solo tiene lugar en medio
acido, es necesario que se produzca previamente la acidificacion del medio de cultivo,
por fermentacion de la glucosa®.

FORMULA (g/L)
BnJcptenadecarne,....on ..o LA AR AR 509
e Extractodelevadura..................oooiii 3090
oF Glucosa.. . B8....... .= ... .Y 1.0g
e Tiosulfato de s0dio.........ccooviiiiiiiiiiiiiiii e, 0.04 g
e Purpura de bromocresol............cooeveiiiiiiiiiiiinn 0.02¢g
BN oA\ BN e T R 125¢g
e L-lisina monoclorhidrato.....................ocoiie 10.0g
o Citrato de amonio y hierro(IIl)..................ccceeeeee.. 059g

INSTRUCCIONES

Disolver 32 g en un litro, hervir hasta su completa disolucion, ajustar el pH a 6.7 y llevar

a autoclave a 121°C por 15 minutos®®.

LYSINE IRON AGAR (LIA)

Posibles resultados en siembra del agar LIA

Fuente: http://dianayjulian.galeon.com/bioquimicas.htm
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7.- AGAR CITRATO SEGUN SIMONS

Agar de ensayo, totalmente sintético para la identificacion de microrganismos,
especialmente de Enterobacterias y ciertos hongos, basados en el empleo de citrato como

Unica fuente de carbono®?.

FUNDAMENTO
La degradacion del citrato por los microorganismos da lugar a una alcalinizacion del
medio de cultivo, lo que se manifiesta por un viraje a azul oscuro del indicador azul de

bromotimol®,

FORMULA (g/L)
o' FaSTato/amonico, sy, . .o ... [ N P ... 08 109
o Fosfato dipotasiCo..........covviiiiiiiiiiii e, 1.0g
e Cloruro de sOdiCOo.....covvviiiii i, 509
e Eitrato sodice... e sl 0 ... SRS -A ... 2.0g
ad Sulfato defmagnesio’_"..... 05 . ... NS WA . 0.2¢
e Azuldebromotimol...........coovviiiiiiiiiiiiiiinne, 0.08g
SERRRL A0 AT et et ..o B . . . TR e o . TR, Y 13.0¢g

INSTRUCCIONES

Disolver 22.5 g en un litro de agua destilada, esterilizar en autoclave (15 minutosa 121°C)
y preparar tubos inclinados, el agar es de color verde pH 6.6°.

De izquierda a derecha, resultado negativo primer tubo, positivo para el segundo
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8.- AGUA PEPTONADA (INDOL)

Medio utilizado como diluyente y para el enriquecimiento bacteriano a partir de alimentos

y otros materiales de importancia sanitaria®®.

FUNDAMENTO

Medio enriquecido no selectivo, en el cual la peptona proporciona nutrientes necesarios
para el desarrollo microbiano y el cloruro de sodio mantiene el balance osmotico. Permite
recuperar células de Enterobacteias dafiadas por procesos fisicoquimicos a los que ha sido

sometido el alimento®.

Ademaés, puede ser utilizado como diluyente de muestras en reemplazo de la solucién
fisiol6gica y como medio base para la fermentacion de hidratos de carbdn. En este Gltimo
caso se debe adicionar el indicador de Andrade y el hidrato de carbono en cuestion en

concentracion final al 1%°%,

FORMULA (g/L)

e Peptonadecarne............cooeiiiiiiiiiiiiiiiiiinn.n. 1009
e Clorurodesodio.......oovvviiiiiiiiiiiiiiiiii .. 509
e pHfinal 7,2

INSTRUCCIONES
Suspender 15 gramos del polvo en un litro de agua destilada. Mezclar calentando, hasta
ebullicion durante un minuto. Distribuir en recipientes apropiados. Esterilizar en

autoclave a 121°C durante 15 minutos®’.

De izquierda a derecha, negativo para indol y positivo para indol

Fuente: elaboracion propia
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ANEXO 04

NORMAS BACTERIOLOGICAS DE LAS AGUAS SEGUN SUS USOS

Reglamento de la calidad del Agua para consumo Humano: D.S. 031-2010-SA.
Ministerio de Salud. Direccion General de Salud Ambiental- Lima: Ministerio de Salud
2011, no solo establece limites maximos permisibles en lo que a parametros
microbioldgicos, parasitolégicos, organolépticos, quimicos organicos e inorganicos y
parametros radioactivos, se refiere sino también le asigna nuevas y mayores
responsabilidades a los Gobiernos Regionales, respecto a la vigilancia de la calidad del
agua para consumo humano, ademas de fortalecer a la DIGESA, en el posicionamiento

como Autoridad Sanitaria frente a estos temas.

LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES DE PARAMETROS
MICROBIOLOGICOS Y PARASITOLOGICOS

\ Unidad de Limite maximo
Pard o8 medida permisible
1. Bactédas Coiformes Totales. UFC/100 mLa o)
35°C
2. E.Col UFC/100 mLa o)
44 .5°C
3. Baclédas Coklormes Termololerantes UFC/100 mLa o)
o Fecdes. 44.5°C
4. Bactésas Heterotroficas UFC/mLa 35°C 500
5. Huevos y lavas de Helmintos, quistes N* org/L 0
y ooquistes de protozoanos
patogenos.
6. Virus UFC / mL 0
7. Organsmos de vida Bbre, como N° orgfL 0

algas, protozoaios, copépodos,
rofiferos, nemdatodos en todos  sus
estadios evolutivos

UFRC = Unidod formadora de colonias
(*] Encaoso de andizor porla téonica dg NMP por tubos mditiples =< 1 8 /100 ml

Disponible:

http://www.digesa.minsa.gob.pe/publicaciones/descargas/Reglamento_Calidad_Agua.pdf
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ANEXO 05

FLUJOGRAMA PARA LA IDENTIFICACION DE E.coli y Klebsiella

LACTOSA
POSITIVO

y

SULFURO DE
HIDROGENO

NEGATIVO
' POSITIVO

J
T
|

CITRATO
NEGATIVO:
E.coli

CITRATO
POSITIVO:
Klebsiella
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ANEXO 06

PUNTOS DE MUESTREOS EN LA PLANTA DE TRATAMIENTO DE AGUA

Caseta de cloracion por dentro
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Reservorios R1, R2 y R3 de izquierda a derecha

Reservorio R3
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Muestreo reservorio R3
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ANEXO 07

MUESTREO EN DOMICILIOS, MATERIALES Y MEDIOS DE CULTIVO

A

Muestreo en colegio San Luis Gonzaga, Chuquibamba

Muestreo en instituto superior de Chuquimba (por fuera)
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A. Muestreo en domicilio
B. Muestreo en domicilio

C. Muestreo en domicilio

Medios para las fases presuntiva y confirmatoria

Material para el desarrollo del metodo SMEWW

Contenedor isotermico (cooler)
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A

A. Incubadora de calor seco, 44.5°C ( fuera)

B. Incubadora de calor seco, 44.5°C (dentro)

(A)

A. Incubadora de calor seco, 37°C ( fuera)
B. Incubadora de calor seco, 37°C (dentro)
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REPOSITORIO DE

ANEXO 08
CONTROL DE CALIDAD DE MEDIOS, FASE PRESUNTIVAY

CONFIRMATORIA DE BACTERIAS COLIFORMES

Bacterias E. coli ATCC, para control de calidad de los medios

Resultados positivos y negativos de la siembra en CLST
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Resultado de la siembra en Agar EMB, de izquierda a derecha: Klebsiella pneumoniae,
E. coli y Blanco
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