- UNI\{ERSIDAD
i CATOLICA
TESIS UCSM =  DESANTA MARIA

REPOSITORIO DE

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA.

Facultad de Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas y

Biotecnolodgicas.

Programa Profesional de Farmacia y Bioquimica.

“CONTROL BACTERIOLOGICO POR EL METODO DE FILTRACION POR MEMBRANA
PARA EL EXAMEN DEL AGUA SUBTERRANEA, POTABLE Y SUBTERRANEA - POTABLE
DE USO DIARIO DEL HOSPITAL CiVICO POLICIAL “JULIO PINTO MANRIQUE”- XI
DIRTEPOL — AREQUIPA. MAYO - AGOSTO 2012.”

PRESENTADO POR EL. BACHILLER
EN FARMACIA Y BIOQUIMICA:
MENDOZA LEON, JOHOE DANIEL.

PARA OPTAR EL TITULO
PROFESIONAL DE QUIMICO
FARMACEUTICO

ASESOR(A):
Q.F.JAVE MARQUEZ, JESUS

MERCEDES.

Arequipa — Peru

2013.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

DEDICATORIA

Dedico el siguiente Proyecto de Investigacion:

A Dios Padre; Al Sefior De Luren De Ica cuya imagen representa a
Jesucristo Rey Divino; a la Virgencita De Chapi De Arequipa, quien vela por mi
como una madre espiritual, y me ha escuchado en los momentos mas dificiles que
he pasado estando lejos de casa y sé que me daré fuerzas, y mucho animo para seguir

siempre adelante.

A mis padres, es especial a mi madre Luisa Cristina; quien me supo ensefiar
muchas cosas importantes que practico hoy en mi vida diaria, e inculcarme con el
ejemplo que todo sacrificio que uno realiza, significa demostrar el amor a quienes
amas, para que elllos puedan cumplir sus metas y suefios; ademas de
proporcionarme fuerzas dia a dia, para nunca rendirme y enfrentar los obstaculos

de la vida con orgullo, y dignidad.

A mi hermana Erika Roxana y sobrina Luisa Fernanda; por siempre
brindarme amor y carifio en los buenos y malos momentos, comprenderme,
escucharme, y dar FE que no importa lo poco o mucho que uno puede tener o
compartir, si es que se hace con toda la voluntad en el calor del hogar que solo te

puede brindar tu familia.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

[}
TESIS UCSM : DE SANTA MARIA

AGRADECIMIENTO

Agradezco a la “Universidad Catélica De Santa Maria” de
Arequipa; y a su vez a la “Facultad de Ciencias Farmacéuticas,
Bioquimicas y Biotecnoldgicas”; por permitirme recorrer sus aulas y

convertirse en mi Alma Mater de estudios.

Un agradecimiento a mi asesora Dra. Mercedes Jave Marquez,
por sus consejos, apoyo, sabiduria y comprension, en la concepcion

ardua y larga de este proyecto de tesis.

A mis jurados: Dr. Alberto Brisefio Ortega; Blgo. Carlos Eitel
paz Aliaga; Dra. Yenny Lopez Valencia; por sus correcciones, y

aportes para el mejoramiento de esta investigacion.

Al Hospital Civico Policial “Julio Pinto Manrique” - XI
DIRTEPOL — Arequipa, en especial al Ing. Javier Castro Sonco, por
todas las atenciones, y aportes en la elaboracion de este proyecto de

investigacion.

Sin olvidar a la:
Blga. Roci6 Rodriguez; y al Q.F Ricardo Abril; quienes fueron de gran

ayuda con su sapiencia, para seguir adelante con mi investigacion.

A Todos Muchas Gracias.

Johoé Daniel.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

INDICE

Pag.

CAPITULO L. 1

RESUMEN 2

ABSTRACT 4

INTRODUCCION 6

HIPOTESIS 8

OBJETIVOS 9
CAPITULO II 10

MARCO TEORICO

1.- EL AGUA 1
1.1 Propiedades fisico quimicas del agua. 12

1.1.1.- Composicion quimica. )

1.1.2.- Propiedades fisico quimicas del agua de mayor relevancia. 13

2.- PROBLEMATICA Y ROL SANITARIO DEL AGUA. 16
3.- CLASES DE AGUAS. 18

(13

3.1.- Seguin sus propiedades para el consumo.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




v==2 . |NIVERSIDAD
REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

13

3.1.1.- Agua no potables.

(13

3.2.- Seguin la cantidad de minerales que tengan disueltos.

13

3.2.1.- Aguas duras.

3.2.2.- Aguas blandas. 19

(13

3.3.- Segun la procedencia de las aguas.

(13

3.3.1.- Aguas superficiales.
3.3.2.- Aguas subterraneas. 20

3.4.- Otros tipos de agua y uso en el sector de la salud y segiin necesidades 22

y uso adecuado en los laboratorios.

3.4.1.- Agua purificada y uso en el sector de la salud. 23

13

3.4.2.- Segun necesidades y uso adecuado en los laboratorios. - NP-
ISO 3696: 2004; “ISO -Organizacion Internacional para la

Estandarizacion”.

4.- IMPORTANCIA DE LA MICROBIOLOGIA EN LA VIGILANCIA 24
SANITARIA, CON RESPECTO A LA CALIDAD DEL AGUA PARA
CONSUMO HUMANO VINCULADA A LA PROBLEMATICA DEL PERU Y

DE LA CUIDAD DE AREQUIPA.

5.- FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA ALTERACION DE TIPO 29
BACTERIOLOGICO EN EL AGUA.

(13

5.1.- En el aire.

(13

5.2.- En el agua y suelo.

6.- FACTORES QUE POSIBILITAN O DIFICULTAN EL CRECIMIENTO 30
MICROBIANO EN EL AGUA.

(13

6.1 Factores intrinsecos.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

13

6.2 Factores extrinsecos.

(13

6.3 Factores implicitos.

(13

6.4 Factores de especial relevancia.

(13

6.5 Grupos de gérmenes segtin sus temperaturas cardinales.

6.6 Fases del crecimiento bacteriano. 32

(13

6.1.1 Fase de latencia.

13

6.1.2 Fase logaritmica o exponencial.

13

6.1.3 Fase estacionaria.

6.1.4 Fase de declive. “

7.-EL CLORO Y EL pH EN EL AGUA. 34
7.1 El cloro. )
7.2 Reaccion del cloro en el agua. 35
7.3 Diferentes formas de cloro en el agua. 36

7.3.1 Cloro Residual Libre. (CRL). “
7.3.2 Cloro Residual Combinado (CRC) )
7.3.3 Cloro Total (CT). 37
7.4 Mecanismo de accion del cloro. )
7.5 Efectos del cloro en la salud. )
7.6 EL pH. 38
39

7.7 Efecto del pH en el agua Subterrianea, Potable, Subterranea - Potable
de uso diario del HOSPITAL CIVICO POLICIAL “Julio Pinto Manrique”-
XI DIRTEPOL - AREQUIPA.

13

A. pH en concentraciones de nivel alto (>8,5).

(13

B. pH en concentraciones de nivel bajo (<6,5).

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM == DE SANTA MARIA

13

7.8. Cuadro Porcentual Del Cloro Activo En Funcion Del pH.

8.- METODO DE FILTRACION POR MEMBRANA. 40

(13

8.1 Fundamento del método de filtracion por membrana.

8.2 Caracteristica del filtro de membrana. 41

13

8.3 Ventajas y desventajas del método de filtracion por membrana.

9.-METODO FOTOMETRICO PARA LA DETERMINACION DE CLORO 42
RESIDUAL LIBRE (CRL).

(13

9.1 Fundamento del método fotométrico.

9.2 Ventajas del método fotométrico. 44

10. INDICADORES BACTERIOLOGICOS DE CONTAMINACION EN
EL AGUA.

10.1 Introduccion. “

10.2 Requerimiento de un indicador de contaminacion. 45

10.3. Valor de un indicador. 46

10.4 Bacterias. “

10.4.1. Bacterias Gram Positivas. 47

10.4.2. Bacterias Gram Negativas. 48

10.5. Indicadores Bacteriologicos 49

10.5.1. Coliformes fecales. «“

10.5.1.1. Caracteristicas. “

10.5.1.2. Identificacion en el laboratorio. 50

A.-Eschericha. «

B.-Klebsiella. «

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM == DE SANTA MARIA

C.-Enterobacter. 51
10.5.1.3. Enfermedades. “
10.5.2. Escherichia coli. «
10.5.2.1. Caracteristicas. “
10.5.2.2. Identificacion en el laboratorio. 52
10.5.2.3. Enfermedades. “

10.5.3. Enterococcus faecalis (Streptococcus faecalis). 53
10.5.3.1. Caracteristicas. “
10.5.3.2. Identificacion en el laboratorio. 54
10.5.3.3. Enfermedades. «“

10.5.4. Staphylococcus aureus. “
10.5.4.1. Caracteristicas. “
10.5.4.2. Identificacion en el laboratorio. 55
10.5.4.3. Enfermedades. “

10.5.5. Salmonella spp. 56

(13

10.5.5.1. Caracteristicas.

13

10.5.5.2. Identificacion en el laboratorio.

10.5.5.3. Enfermedades “

10.5.6. Pseudomonas aeruginosa 57
10.5.6.1. Caracteristicas. “
10.5.6.2. Identificacion en el laboratorio. 58

10.5.6.3. Enfermedades «“

11.- REGLAMENTO DE LA CALIDAD DEL AGUA PARA CONSUMO >°
HUMANO DS N° 031-2010-SA. DIRECCION GENERAL DE SALUD
AMBIENTAL -- MINISTERIO DE SALUD. LIMA -PERU 2010.

13

- TITULO IX. REQUISITOS DE CALIDAD DEL AGUA PARA
CONSUMO HUMANO.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE 5T ‘ UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

13

Articulo 60°.- Parametros microbiologicos y otros organismos.

13

Articulo 63°.-Parametros de Control Obligatorio (PCO)

CAPITULO III. 61
MATERIALES Y METODOS.

1.- UBICACION DEL ESTUDIO. 62
2.- DISENO DEL ESTUDIO. “
3.- OTROS INDICADORES DEL ESTUDIO. s
4.- UNIDADES DE ESTUDIO. “
5.- CRITERIOS DEL ESTUDIO. 63
5.1 Criterios de inclusion. “

5.2 Criterios de exclusion. 64

6.- MATERIALES. “
6.1 Materiales de laboratorio. “
6.1.1. Instrumentos y equipos. “
6.2.2. Materiales de vidrio. 65
6.2.3. Otros materiales. “
6.2.4. Reactivos. “
6.2.5. Medios de cultivo microbiologico. 67
7.- METODOS. 68
7.1 Métodos para la evaluacion bacteriologica del agua Subterranea, Potable  “

y Subterranea -- Potable.
7.1.1. Recoleccion de la muestra. “
A.- De los envases. “
B.- De La toma de muestra. “

B.1 Muestreo de Agua Subterranea. “

B.2 Muestreo de Agua Potable. 70

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

B.3 Muestreo de Agua Potable- Subterranea. 72
C.- Del muestreo. 74
Cuadro A. Muestreos para el control bacteriolégico del agua  “
Subterranea, potable, y Subterranea - Potable de uso diario
del Hospital Civico Policial “Julio Pinto Manrique”- XI
DIRTEPOL - Arequipa.
D.- Del Transporte De La Muestra. 76

13

7.2.2. Procesamiento de muestras.

13

7.1.2.1. Método de filtracion por membrada para la determinacion

cualitativa de indicadores bacteriologicos.

7.1.2.2. Identificacion de Coliformes fecales. 80

7.1.2.3. Identificacion de Escherichia coli. 81

7.1.2.4. Identificacién de Enterococcus faecalis 82

7.1.2.5. Identificacion de Salmonella spp. 83

7.1.2.6. Identificacion de Staphylococcus aureus. 85

7.1.2.7. Identificacion de Pseudomonas aeruginosa 86
7.2 METODO para la determinacion de CLORO RESIDUAL 87
LIBRE (CRL) y pH.

13

7.2.1. Recoleccion de las muestras.
A.- De los Envases. “
B.- De la Toma De Muestra. 88
B.1 Muestreo de Agua Subterranea “
B.2 Muestreo de Agua Potable. “
B.3 Muestreo de Agua Potable- Subterranea. “
C.- Del muestreo. 89
CUADRO B. Muestreos para la medicion de Cloro Residual
Libre (CRL) y de pH, del Agua Subterrianea, Potable, y
Subterranea — Potable de uso diario del Hospital Civico
Policial “Julio Pinto Manrique”- XI DIRTEPOL - Arequipa.

7.2.2. Procesamiento de muestras. 91

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




=== . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE ~ exTOLIoA

Q :
TESIS UCSM =  DESANTA MARIA

7.2.2.1. Determinacion de Cloro Residual Libre (CRL).

7.2.2.2. Determinacion de pH. 93

8. METODO ESTADISTICO. 94
CAPITULO IV. 95

RESULTADOS Y DISCUSIONES. “

RESULTADOS. 96
DISCUSINES. 104
CAPITULO V. 143
CONCLUSIONES. 144
SUGERENCIAS. 146
BIBLIOGRAFIA. 147
ANEXOS. 153

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

RESUMEN

La calidad de vida de las personas, es refleja en servicios primarios y secundarios,
alcanzados a través de derechos y deberes, en el marco de una sociedad determinada,
siendo el eslabon fundamental de esta cadena la Salud de los individuos, la cual es
dependiente en gran medida del Agua que utilizan en sus actividades diarias. Y siendo
los nosocomios establecimientos publicos de salud, son sometidos a la demanda
exigente y creciente de la poblacion, convirtiéndose en candidatos oportunos para ser

sometidos a evaluaciones sanitarias.

En el presente trabajo de investigacion se realiza una evaluacion bacteriologica
sanitaria y un analisis de los parametros de desinfeccion del agua
Subterranea, Potable, y Subterranea — potable, cuya mescla de ambas es utilizada como
agua en calidad de naturaleza “Potable” en el Hospital Civico Policial “Julio Pinto
Manrique” - XI DIRTEPOL — Arequipa. Se evalu¢ los tres tipos de agua anteriormente
mencionadas independientemente cada una de su lugar de muestreo, agrupadas en dos
grupos de muestreo Grupo I (Mayo y Junio), y Grupo 1l (Julio y Agosto) del 2012,
haciendo un total de 28 muestreos incluyendo 84 sub ensayos para cada tipo de agua, la
recoleccion de las muestras se realizo entre las 5Sam y 6am, bajo condiciones y
parametros especificos de acuerdo, a la normativa sanitaria y parametros de la calidad

vigente en nuestro pais.

Los parametros bacteriologicos a buscar fueron: Coliformes Totales, de los cuales se
hallo: “Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae”;
Coliformes fecales, donde se encontro: “Escherichia coli, Enterococcus faecalis”;
patdgenos oportunistas “Pseudomona aeruginosa”; de vida libre “Staphylococcus
aureus”; y “Salmonella spp”, como microorganismo epidemioldgico desencadenante;
se determino por ausencia en 100 ml. A su vez los parametros de desinfeccion
analizados fueron: La concentracion de Cloro Residual Libre (CRL) de 0.0 a 0.5 mg/l
ppm, y valores de pH de 6.5 a 8.5; parametros establecidos en el DS N° 031-2010-
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SA. “Reglamento Sanitario De Agua Potable™, de caracter vigente en nuestro pais. Para
la evaluacion bacteriologica se utilizo el método de filtracion por membrana y
posterior identificacion de los indicadores bacteriologicos mediante las pruebas
microbiologicas y bioquimicas. Para la medicion del Cloro Residual Libre, se utilizo el
Fotometro Digital HI - 701 y para la medicion del pH se utilizé el pHmetro Digital HI-
98107.

A partir de los resultados obtenidos, se puede concluir que: No cumplen con los
parametros bacteriologicos establecidos, a lo largo del proceso de investigacion, el punto
de muestreo A. correspondiente al agua Subterrdnea, el punto de muestreo C.
correspondiente al agua Subterranea — Potable, y el punto de muestreo B.
correspondiente al agua Potable, cumple en un 85.71%, de la cantidad de veces que fue
analizado, creyendo asi que el 14.29%, de su incumplimiento se deba a sus malas
condiciones de almacenamiento, de tal manera de los resultados bacteriologicos
obtenidos de forma positiva, se concluye en la presencia del grupo de los Coliformes
Totales, de los cuales se hallaron: “Enterobacter aerogenes 9% , Enterobacter cloacae
22%, Klebsiella pneumoniae 5%”; ademas se noto presencia de Coliformes fecales de
los cuales se determino presencia de: “Escherichia coli 33%, Enterococcus faecalis
16%”; ademas un 10% pertenece a patdgenos oportunistas como “Pseudomona
aeruginosa”; el 5% a microorganismos de vida libre como el *“Staphylococcus
aureus”, no se encontr6 “Salmonella spp”, comprobandose asi que la contaminacion
de origen fecal del agua Subterranea conlleva a la contaminacion del agua Subterranea
— Potable, que fueron obtenidas de sus lugares especificos de recoleccion.

Finalmente con Respecto a los valores de cloro residual libre (CRL), solo el punto de
muestreo B. correspondiente al agua Potable, cumple con los parametros establecidos de
desinfeccion. Con respecto al pH, los tres puntos de muestreo A, B, C, correspondiente
al agua Subterranea, Potable, y Subterranea — potable respectivamente, cumplen los

valores establecidos en la normativa vigente.
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ABSTRACT

The quality of life of people, is reflected in primary and secondary services, achieved
through rights and duties within the framework of a given society, being the vital link in
this chain the health of individuals, which is dependent on Water heavily used in their
daily activities. And being the hospitals public health facilities are subjected to
demanding and growing demand of the population, making appropriate candidates to

undergo health assessments.

In the present research work assesses health and bacteriological analysis of water
disinfection parameters Groundwater, Drinking and Groundwater - water, whose mix of
both is used as water nature as "Potable" Civic Hospital police "Julio Pinto Manrique" -
XI DIRTEPOL - Arequipa. We evaluated the three types of water above independently
each sampling place, grouped into two sample groups Group I (May and June), and
Group II (July and August) of 2012, making a total of 28 samples including sub 84 trials
for each type of water sample collection was done between Sam and 6am, under specific
conditions and parameters according to health standards and quality parameters in force

in our country.

Bacteriological parameters to search were: total coliforms, which was found:
"Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae”, Fecal
Coliform, where it was found: "Escherichia coli, Enterococcus faecalis;" opportunistic
pathogens "Pseudomonas aeruginosa”, of free life "Staphylococcus aureus” and
"Salmonella spp™ as trigger epidemiological microorganism, was determined by the
absence in 100 ml. In turn disinfection parameters analyzed were: Free Residual
Chlorine concentration (CRL) of 0.0 to 0.5 mg / I ppm, and pH values of 6.5 to 8.5;
parameters of Supreme Decree No. 031-2010-SA. "Drinking Water Health Regulations",
of a force in our country. For bacteriological evaluation method was used for membrane
filtration and subsequent identification of the bacterial indicators by microbiological and

biochemical tests. For the measurement of Free Residual Chlorine was used Digital
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Photometer HI - 701 and for the measurement of pH was used Digital pH meter HI-
98107.

From the results obtained, one can conclude that: Do not meet bacteriological parameters
established during the research process, the sampling point A. Underground water
corresponding to the sampling point C. Water for Groundwater - Drinking, and the
sampling point B. Potable water for, meets on a 85.71%, of the amount of times it was
used, believing so the 14.29%, its failure is due to their poor storage conditions, is
concluded in the presence of Total Coliforms group, which were found: "Enterobacter
aerogenes 9%, Enterobacter cloacae 22%, Klebsiella pneumoniae 5%"; also was noted
Fecal Coliform presence of which was determined the presence of: "Escherichia coli
33%, Enterococcus faecalis 16% ", plus 10% belongs to opportunistic pathogens as
"Pseudomonas aeruginosa", 5% free-living microorganisms as" Staphylococcus aureus
" not found " Salmonella "and found so the Faecal contamination Underground water
leads to water pollution Groundwater - Drinking, which were obtained from their

specific site collection.

Finally with regard to the values of free residual chlorine (CRL), only the sample point
B. Potable water for the meets the parameters established for disinfection. With respect
to pH, the three sampling points A, B, C, corresponding to water Groundwater, Drinking

and Groundwater - Drinking respectively, meet the values set in the legislation.
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INTRODUCCION.

El agua en la actualidad sigue siendo sinéonimo de vida y de trascendental
importancia para la humanidad, con el tiempo su distribucion y la falta de la misma por
diversos factores, en especial por la demanda creciente y permanente de la poblacion en
sus actividades cotidianas, nos lleva a la impetuosa y justificada necesidad de realizar
evaluaciones bacteriologicas asi como del grado de desinfeccion utilizado en ellas mas
aun cuando el agua es destinada a un uso potable de un nosocomio, siendo la primera
condicion estar libre de microorganismos patdgenas (Indicadores Bacterioldgicos)
capaces de afectar la salud de los pacientes, y del personal poniendo en riesgo la Salud
Publica de una comunidad, A la vez de controlarse que los métodos y la calidad de
desinfeccion, no den lugar a trastornos o molestias, por una mala utilizaciéon o

dosificacion.

De ahi la impetuosa necesidad de la revision y evaluacion de los pardmetros
anteriormente mencionados, cumpliendo con los parametros establecidos en
Publicaciones y normas Internacionales y Nacionales como los reflejados en organismos
como: La OMS, Organizacion Mundial De La Salud, y la FAO, (Organizacién De Las
Naciones Unidas Para La Alimentacion Y La Agricultura), en un esfuerzo mutuo
Publicaron en 1972, “International Standars for drinking water”; “Normas
internacionales para el agua potable”, con los que se introdujeron criterios
bacteriologicos de calidad de agua potable segun su procedencia, pero es que en el afio
1984, la OMS publico las “Guias para la calidad del agua potable”, en tres volimenes
separados. El tercer volumen titulado “Guias para el control de calidad del agua potable
en sistemas que abastecen a pequefias comunidades”, analiza especificamente el
problema de las pequeias localidades, principalmente las localizadas en las zonas sub
urbanas y rurales. Mientras en nuestro contexto nacional al actualizarse y mejorarse con

éxito el: “Reglamento de los Requisitos Oficiales Fisicos, Quimicos y Bacteriologicos
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que deben Reunir las Aguas de Bebida Para ser Consideradas Potables”, que por su
antigliedad (1946), se hacia inaplicable; es entonces que en el afio 2000, la Direccién
General de Salud Ambiental, asume la tarea de elaborar el “Reglamento de la Calidad
del Agua para Consumo Humano”, tarea que el 26/09/2010, a través del D.S. N° 031-

2010-SA, se vio felizmente culminada y hoy rige con existo nuestro pais.

Los resultados obtenidos a través de estd investigacion de caracter evaluatorio,
tendran un significado vital para manifestar si el agua Subterrdnea, Potable, y
Subterrdnea — Potable, es apropiada en un fin de uso de la misma como agua Potable,
en las actividades diarias del Hospital Civico Policial “Julio Pinto Manrique”- XI
DIRTEPOL — Arequipa, afin de salvaguardar la salud de los usuarios en dicho
nosocomio, asi mismo se determinara y establecera parametros de naturaleza correctivas,

si fuese necesario para el mejoramiento del servicio.

Siendo el motivo que me llevo realizar el presente trabajo, no fue la culminacion de
un proyecto de tesis fue tratar de conocer y enfatizar, como ayudar en la mejora de una
problematica de Salud, que pudiera conllevar a una preocupacion en la Salud Publica de
las personas, y asi con mis conocimientos adquiridos a través de mis afios de estudio
haberme convertido en parte de una Solucion y no de un Problema, como es la vision en

la cual debe enfocarse cada profesional en el sector de la salud,
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HIPOTESIS.

Siendo el agua un medio propicio, para el crecimiento, multiplicacion y
proliferacion de microorganismos, esta debe reunir estandares adecuados para un
uso Potable y mas aun si estd destinada a las actividades diarias de un centro de
salud como es el caso del: Hospital Civico Policial “Julio Pinto Manrique”- X1
DIRTEPOL - Arequipa, es probable que se encuentren indicadores
bacteriologicos patogenos y valores del agente desinfectante fuera de los limites

permisibles; que afecten o pongan en riesgo la salud de los usuarios.
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OBJETIVOS

1. Ejecutar un estudio y evaluacion, bacterioldgico sanitario, del agua
Subterranea, Potable, y Subterranea — Potable, de uso diario del Hospital Civico
Policial “Julio Pinto Manrique”— XI DIRTEPOL — Arequipa, de acuerdo a los
parametros establecidos en el DS N° 031-2010-SA. “Reglamento Sanitario De

Agua Potable”, de caracter vigente en nuestro pais.

2. Determinar y conocer la frecuencia de cumplimiento, de los parametros
bacteriologicos establecidos, asi como el porcentaje de indicadores
bacterioldgicos encontrados, de los diferentes lugares de muestreo, para el uso
del agua Subterranea, Potable, y Subterranea — Potable, a fines de consumo
potable para el Hospital Civico Policial “Julio Pinto Manrique”— XI DIRTEPOL
— Arequipa

3. Determinar y conocer, los parametros de desinfeccion de Cloro Residual Libre
(CRL) y pH del agua Subterranea, Potable, y Subterranea — Potable, en un fin
de uso de la misma como agua potable en las actividades diarias del Hospital
Civico Policial “Julio Pinto Manrique”— XI DIRTEPOL — Arequipa, a fin de
constatar el cumplimiento de los parametros establecidos en el DS N° 031-2010-
SA. “Reglamento Sanitario De Agua Potable”, de caracter vigente en nuestro

pais.
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CAPITULO 1
MARCO TEORICO

1. EL AGUA

El agua (del latin aqua), es el recurso natural mas importante, fuente de vida, y de
consumo esencial para la mayoria de organismos vivos, El agua cubre el 71% de la
superficie de la corteza terrestre. Se localiza principalmente en los océanos donde se
concentra el 96,5% del agua total, los glaciares y casquetes polares poseen el 1,74%, los
depositos subterraneos (acuiferos), los permafrost y los glaciares continentales suponen
el 1,72% y el restante 0,04% se reparte en orden decreciente entre lagos, humedad del
suelo, atmdsfera, embalses, rios y seres vivos. El agua es un elemento comun del sistema
solar, hecho confirmado en descubrimientos recientes. Puede ser encontrada,
principalmente, en forma de hielo; de hecho, es el material base de los cometas y el vapor

que compone sus colas.

En forma combinada abunda en muchos minerales como el yeso, (CaSO4.H20). Ademas
existe en otros tejidos animales y vegetales; forma el 70% del cuerpo humano y mas del
90% de vegetales como el pepino y la sandia, y de animales como la medusa y la

holoturia. 1«77

Se estima que aproximadamente el 70% del agua dulce es usada para agricultura. El agua
en la industria absorbe una media del 20% del consumo mundial, empledndose en tareas
de refrigeracion, transporte y como disolvente de una gran variedad de sustancias

quimicas. El consumo doméstico absorbe el 10% restante.
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El agua es esencial para la mayoria de las formas de vida conocidas por el hombre,
incluida la humana. El acceso al agua potable se ha incrementado durante las ultimas
décadas en la superficie terrestre. Sin embargo estudios de la FAO, “Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura”, estiman que uno de cada cinco
paises en vias de desarrollo tendra problemas de escasez de agua antes de 2030; en esos
paises es vital un menor gasto de agua en la agricultura modernizando los sistemas de

riego. (147

El agua en la naturaleza se encuentra en sus tres estados: Liquido fundamentalmente en los
océanos; Solido (hielo en los glaciares y casquetes polares asi como nieve en las zonas frias);

Vapor (invisible) en el aire.

Fuente: FAO (http://www.fao.org/index_es.htm)

1.2 Propiedades fisico quimicas del agua.

1.1.1.- Composicion quimica.

Fue Henry Cavendish quien descubrié en 1781 que el agua es una sustancia
compuestd y no un elemento, como se pensaba desde la Antigiiedad. Los resultados de

dicho descubrimiento fueron desarrollados por Antoine Laurent de Lavoisier dando a

10
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conocer que el agua estaba formada por oxigeno e hidrogeno. En 1804, el quimico
francés Joseph Louis Gay-Lussac y el naturalista y gedgrafo aleman Alexander Von
Humboldt demostraron que el agua estdba formada por dos volumenes de hidrogeno por

cada volumen de oxigeno (H20).

Al unirse estos 3 atomos se forma una nueva nube de electrones alrededor de los 3
nucleos, que se situan en forma de tridngulo (no en linea). De estd forma se obtiene una
molécula bipolar, es decir que tiene dos polos: Negativo en el lado del oxigeno y positivo
en el lado de los 4tomos de hidrogeno. La nube de electrones adopta una forma extrafia
(enlace de hidrogeno) que hace que atraiga a los atomos de hidrégeno de otras moléculas
de agua, uniéndose fuertemente y causando algunas de las curiosas y necesarias

propiedades que tiene el agua. (<117

Enlaces de
hidrégeno

Modelo mostrando los enlaces de hidrégeno entre moléculas de agua.
Fuente: GWP (Global Water Partnership - Asociacion Mundial para el Agua).

http://www.gwp.org/

1.1.2.-Propiedades fisico quimicas del agua de mayor relevancia.

- El agua es insipida e inodora en condiciones normales de presion y temperatura.
El color del agua varia segtin su estado: como liquido, puede parecer incolora en

pequefias cantidades, aunque en el espectrografo se prueba que tiene un ligero

11
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tono azul verdoso. El hielo también tiende al azul y en estado gaseoso (vapor de

agua) es incolora.

- El agua bloquea solo ligeramente la radiacion solar UV fuerte, permitiendo que

las plantas acudticas absorban su energia. <11

- Ya que el oxigeno tiene una electronegatividad superior a la del hidrogeno, el
agua es una molécula polar. El oxigeno tiene una ligera carga negativa, mientras
que los atomos de hidroégenos tienen una carga ligeramente positiva del que
resulta un fuerte momento dipolar eléctrico. La interaccion entre los diferentes
dipolos eléctricos de una molécula causa una atraccion en red que explica el

elevado indice de tension superficial del agua. Fuerza de Van Der Waals.

- Lacapilaridad se refiere a la tendencia del agua de moverse por un tubo estrecho
en contra de la fuerza de la gravedad. Esta propiedad es aprovechada por todas

las plantas vasculares, como los arboles.

- Otra fuerza muy importante que refuerza la union entre moléculas de agua es el

enlace por puente de hidrogeno.

- El punto de ebullicion del agua (y de cualquier otro liquido) estd directamente
relacionado con la presion atmosférica. Por ejemplo, en la cima del Everest, el
agua hierve a unos 68° C, mientras que al nivel del mar este valor sube hasta
100°. Del mismo modo, el agua cercana a fuentes geotérmicas puede alcanzar
temperaturas de cientos de grados centigrados y seguir siendo liquida. Es asi que
al encontrarnos en Arequipa, agua hierve a 92 °C puesto que al encontrarnos por
encima del nivel del mar a de 2325 m.s.n.m; hay por tanto menos presion o

columna de aire, y la temperatura de ebullicion desciende hasta 92°C.

12
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- El agua es un disolvente muy potente, al que se ha catalogado como el disolvente
universal, y afecta a muchos tipos de sustancias distintas. Las sustancias que se
mezclan y se disuelven bien en agua como las sales, azlicares, acidos, alcalis, y
algunos gases (como el oxigeno o el didxido de carbono, mediante carbonacion)
son llamadas hidrofilas; mientras que las que no combinan bien con el agua

como lipidos y grasas se denominan sustancias hidrofobas.

- El agua es miscible con muchos liquidos, como el etanol, y en cualquier
proporcion, formando un liquido homogéneo. Por otra parte, los aceites son
inmiscibles con el agua, y forman capas de variable densidad sobre la superficie
del agua. Como cualquier gas, el vapor de agua es miscible completamente con

el aire.

- El agua pura tiene una conductividad eléctrica relativamente baja, pero ese valor
se incrementa significativamente con la disolucion de una pequena cantidad de

material i6nico, como el cloruro de sodio.

- El agua tiene el segundo indice mas alto de capacidad calorifica especifica s6lo
por detras del amoniaco asi como una elevada entalpia de vaporizacion (40,65 kJ
mol!); ambos factores se deben al enlace de hidrégeno entre moléculas. Estas
dos inusuales propiedades son las que hacen que el agua "modere" las

temperaturas terrestres, reconduciendo grandes variaciones de energia.

- La densidad del agua, normalmente las sustancias al enfriarse se hacen mas
densas, pero en el agua ocurre todo lo contrario. Esto hace que el hielo tenga
menos densidad que el agua liquida y, por tanto, el hielo flota en el agua. De

hecho, el agua consigue su mayor densidad a los 4°C. Por debajo de esa

13
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temperatura el agua disminuye su densidad hasta que se congela. Cuando la
temperatura baja, las moléculas pierden movilidad y tienden a unirse mas
fuertemente, pero separandose unas moléculas de otras, disminuyendo asi su
densidad y aumentando su volumen. Por eso, el agua al congelarse aumenta su
volumen y flota. Esta propiedad es fundamental para los peces y otros animales,
pues cuando hace frio el agua se congela y al flotar hace que sélo se congele el
agua de la superficie, evitando que el frio congele el agua inferior. Si esto no
fuera asi, se congelaria toda el agua y moririan todos los animales acuaticos. La

densidad del agua es 1 kg/dm3 a 4°C. (-11)

2.- PROBLEMATICA Y ROL SANITARIO DEL AGUA.

El agua en el mundo, es un bien muy preciado por su distinta condicion de
encontrarse en mayor proporcion en algunos lugares y menor proporcion en otros, pero
la importancia sanitaria de las infecciones humanas por su consumo en condiciones no
adecuadas es evidente, y sobre todo conocida, en paises que no poseen una cultura
sanitaria adecuada, sin excluir a los paises desarrollados cuyos focos de contaminacion
de su medio ambiente es muy alto, o se vincula el manejo de este recurso vital en
actividades peligrosas como por ejemplo en centrales de energia nuclear, o
industrialmente (contaminada por desechos), a esto se suma la creciente demanda
poblacional, de este recurso, que voluntariamente o no, se direccionada a utilizar aguas
de muy distinto origen sometidas a multiples agentes de contaminacion. Habiendo
mencionado esto la salud del hombre puede verse afectada poniendo en riesgo su vida,
directa o indirectamente, dando lugar a la aparicion de infecciones y de brotes
epidémicos, hay que tener en cuenta, que la contaminacion de los pardmetros medibles
biologicas y quimicas del agua puede producirse como consecuencia de hechos fortuitos,
por accidentes o negligencias en cualquier sector del proceso de abastecimiento, ya sea

en el origen, en la conduccion, o en los depositos de almacenamiento. (177
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En el Pert, el acceso al agua potable es una necesidad primaria y por lo tanto un derecho
humano fundamental inherente a mejorar la calidad de vida del individuo, en este
contexto era necesario la actualizacion del Reglamento de los Requisitos Oficiales
Fisicos, Quimicos y Bacteriologicos que deben Reunir las Aguas de Bebida Para ser
Consideradas Potables, que por su antigliedad del ano 1946, se hacia inaplicable; es
entonces que en el afio 2000, la Direccion General de Salud Ambiental (DIGESA),
asume la tarea de elaborar el: “Reglamento de la Calidad del Agua para Consumo
Humano”, tarea que el 26/09/2010, a través del D.S. N° 031-2010-SA, se vio felizmente

culminada y aprobada. (1207

Este es el nuevo Reglamento aprobado y de naturaleza vigente, que hizo el gobierno de
turno anterior en nuestro pais, el cual tomo de referencia de naturaleza de origen legal
juridica, para dar valor investigativo, a mi proyecto de tesis durante su aprobacion,
desarrollo, y generacion de resultados los cuales seran analizados con los estandares
descritos en el mismo, en los cuales establecen limites maximos permisibles, en lo que
a parametros microbiologicos, parasitologicos, organolépticos, quimicos, organicos e
inorganicos, etc.se refiere; siendo los microbiologicos — bacteriologicos los de mayor
interés evocativo para nuestro estudio de agua Subterranea — Potable. (11107

otros

0,99% rios 29

agua dulce 39
- —— agua

superficial

agua
subterranea 0,3%

30,19 \

AGUA AGUA AGUA
EN LA TIERRA DULCE SUPERFICIAL
(LiQuUIDA)

Porcentajes y distribucion del agua en la Tierra.
Fuente: GWP (Global Water Partnership - Asociaciéon Mundial para el Agua).

http://www.gwp.org/
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3. — CLASES DE AGUAS.

3.1.- Segun sus propiedades para el consumo:

Son aquellas aguas que no son aptas para el consumo humano por diversos factores

bioldgicos, quimicos y naturales.

3.1.1.-Agua potable: Es el agua “apta para beber”, el suministro de agua es una
de las necesidades més importantes de las sociedades modernas. El
proceso total incluye la remocion de materia insoluble por métodos
apropiados de coagulacion, sedimentacion y filtrado, destruccion de
microorganismos patogenos por aireacion, cloracién siendo este parte
muy importante para determinar el grado de desinfeccion del agua potable
y también punto fundamental en la realizaciéon de mi proyecto de tesis,
pues en el haremos mencion a su medicioén en unidades partes por millon

(ppm). Detallados en el DS-031-2010-SA.

Ademaés para mejoramiento del sabor del agua existen métodos por
aireacion y filtracion a través de carbon activado. En las regiones donde
el agua es excesivamente dura, su “ablandamiento” se hace por remocion
parcial de sales disueltas, por precipitacién como carbonatos (Ca** y
Mg?") y como hidréxido [hierro III], agregando cal o amoniaco. Para
asegurarse de una provision suficiente del esencial elemento fluor, se

realiza la fluoracidn utilizando fluorosilicato de sodio.

3.2.- Segiin la cantidad de minerales que tengan disueltos:

3.2.1.-Aguas duras: Son las que poseen muchos minerales, disueltos en su

contenido tales como el calcio y el magnesio, estd agua se caracteriza
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porque produce muy poca espuma cuando se junta con el jabon, ademas
otra de las caracteristicas de las aguas duras son la cantidad de residuos
que dejan en el vaso cuando el agua se evapora o en los contenedores
después de hervirla, las aguas duras suelen proceder de fuentes
subterraneas en las que el agua ha tenido que atravesar diferentes capas
de minerales. La disolucion y arrastre de estos minerales es lo que le

proporciona la dureza.

3.2.2.-Aguas blandas: Son las que poseen muy pocos minerales disueltos en su
contenido, producen mucha espuma cuando se les mezcla con el jabon,
este tipo de aguas proceden en su mayoria de fuentes superficiales o de
tratamientos para mejorar su pureza y consumo, cabe mencionar que el
agua mas blanda es el agua destilada que no posee ningin mineral pero
no es apta para el consumo humano porque en nuestro organismo el medio
externo de las células estda muy diluido (medio hipotdnico) y para igualar
las concentraciones debe entrar mucha agua dentro de las células,
haciendo que estas se hinchen demasiado llegando a explotan y morir
(plasmolisis), provocando la alteracion del proceso osmotico en nuestro

organismo y por consiguiente desbalance electrolitico.

3.3.- Segtin la procedencia de las aguas:

3.3.1.- Aguas superficiales: Es la clase de agua que procede de los rios, los lagos,
los pantanos o el mar. Estds aguas, para que resulten potables, deben
someterse a un tratamiento que elimina los elementos no deseados, tanto
las particulas en suspension como los microorganismos patdogenos. Estés
particulas son fundamentalmente arcillas que el rio arrastra y restos de
plantas o animales que flotan en ella, a todo ello hay que sumar los

vertidos que realizan las fabricas y las poblaciones. Para eliminar las
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impurezas fisicas se utilizan fundamentalmente procedimientos de
decantacion que las hacen precipitar al fondo y para la eliminacion de

bacterias se utilizaran procedimientos quimicos o bioldgicos. 197

3.3.2.-Aguas subterraneas: El agua subterranea se encuentra debajo del suelo
entre grietas y espacios que hay en la tierra, incluyendo arena y piedras.
El 4rea donde se acumula el agua en las grietas se llama la zona saturada.
La parte de arriba de esta area se le conoce como el nivel freatico. El nivel
fredtico puede encontrarse a unos metros del suelo como a cientos de

metros debajo de la superficie.

El agua subterranea se acumula en capas de tierra, arena y rocas conocidas
como acuiferos. La velocidad a la que el agua se mueve depende del
tamafio de los espacios en las capas y de la conexion entre éstos. Los
acuiferos consisten tipicamente de gravilla, arena, arenilla y piedra caliza.
Estos materiales son permeables porque tienen poros grandes que

permiten que el agua fluya con mayor rapidez.

Condiciones
naturales

gﬁedptm-:ién

Evaporaci

Flujo del agua subterrinea.

Fuente: OMS “Organizacion Mundial de la Salud”. http://www.who.int/es/
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No existe agua que sea completamente pura. Aun el agua en la naturaleza
contiene impurezas. A medida que el agua fluye por diferentes rutas, se
acumula en cuerpos de agua y se infiltra en las capas del suelo, va
disolviendo o absorbiendo los minerales o las sustancias que entran en
contacto con ella. Algunas de estas sustancias no son daiiinas a la salud,

pero a ciertos niveles podrian afectar el sabor del agua y contaminarla.

Algunos contaminantes se originan de la erosion natural de las
formaciones rocosas. Otros contaminantes provienen de descargas de
fabricas, productos agricolas, o quimicos utilizados por las personas en
sus hogares y patios. Los contaminantes también pueden provenir de
tanques de almacenamiento de agua, pozos sépticos, lugares con
desperdicios peligrosos y vertederos. Actualmente, los contaminantes del
agua subterranea de mayor preocupacion son los compuestos sintéticos.
Estos incluyen: solventes, pesticidas, pinturas, barnices, gasolina y

nitrato.

El agua subterrdanea tiene las condiciones de pureza para su consumo
humano, por los factores ya mencionados pero es un tipo de agua que no

requiere grandes tratamientos o métodos de para su desinfeccion. (127

Q’ C‘.alldad del agua subterranea

P i6
{Evaporaciérrned pltacion

Bombeando el pozo

Flujo del agua subterrianea y su contaminacion por residuos solidos.

Fuente: OMS “Organizacion Mundial de la Salud”. http://www.who.int/es/
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3.4.- Otros tipos de agua y uso en el sector de la salud y seglin necesidades y uso

adecuado en los laboratorios.

El agua se puede considerar como un medio vivo, un sistema ecoldgico en
equilibrio, que presenta un cierto nimero de propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas
estrechamente relacionadas, constituyendo la base de todas las comunidades vivas o
habitadas, sin embargo este medio puede contaminarse y de hecho se contamina, por
diferentes fuentes u origenes, que son clasificados en dos grandes grupos: puede ser de

naturaleza quimica o microbiana.

La contaminacion quimica se produce, cuando el agua se pone en contacto con residuos
de procesos industriales no biodegradables o de dificil degradacion, como metales
pesados u otros, que se mantienen en solucion, haciendo dificil establecer su presencia,

sino a través de procesos analiticos especificos.

La contaminacién microbiana es la que afecta fundamentalmente a aguas superficiales,
especialmente estancadas y aunque teéricamente cualquier bacteria patdogena puede
llegar al agua y propagarse por este medio, en la practica esta posibilidad se limita a un
cierto nimero de gérmenes, incluso dicha contaminacion puede llegar a las aguas
subterraneas dependiendo del grado o la zona donde se halle a nivel freatico o el lugar

en donde esta se ubique.

Estos gérmenes, al eliminarse por las heces o la orina de personas o animales enfermos
o portadores, tiene mayores posibilidades de llegar a las aguas del sistema de
alcantarillado y, por una deficiente politica de salubridad, contaminar los rios, los mares,
y aun ingresar a las redes de agua potable de las ciudades, en cantidad suficiente para

producir enfermedades.
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Estas enfermedades se pueden manifestar en forma epidémica, constituyendo las
llamadas infecciones hidricas, de las cuales las fiebres tifoideas y paratifoideas, el colera,
la disenteria bacilar, las diarreas infantiles y en algunas ocasiones la leptospirosis, son

las mas importantes. (1147, “6”)

3.4.1.- Agua purificada y uso en el sector de la salud.

El agua purificada se prepara por destilacion, intercambio de iones
(desionizacion, desmineralizacion), 6smosis inversa u otros métodos. Es preparada con

agua potable que cumple con los requisitos sanitarios.

El objetivo es la remocion de so6lidos disueltos, el intercambio de iones y la 6smosis
inversa son particularmente efectivos para remover electrolitos. La destilacion no es
efectiva en la remocion de electrolitos fuertes y débiles o de compuestos no electrolitos,
especialmente si estos son volatiles. El agua purificada puede esterilizarse y librarse de

pirdgenos por destilacion repetida.

Debido principalmente a sus facultades de solvente y a su inercia fisiologica, es un
agente farmacéutico muy importante. De acuerdo a este punto de vista, podemos
clasificar el agua en los siguientes tipos: Agua purificada, Agua para inyeccion, Agua
bacteriostatica para inyeccion, Agua estéril para inhalacion, Agua estéril para inyeccion

y Agua estéril para irrigacion.

3.4.2.- Segun necesidades y uso adecuado en los laboratorios. -- NP- ISO
3696: 2004; “ISO - Organizacion Internacional para la

Estandarizacion”.

- Grado .- Exenta basicamente de contaminantes constituidos por iones

disueltos o coloidales y materias orgénicas. Es apropiada para los
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requisitos de analisis mas exigentes, incluyendo la cromatografia liquida
de alta definicion. Se puede preparar por un tratamiento adicional del agua
de grado II (por ejemplo osmosis inversa o desionizacion seguida de
filtrado a través de una membrana con tamafio de poro de 0,2pm para

separar las particulas, o por redestilacion en un aparato de silice fundido).

- Grado II.- Con muy pocos contaminantes inorganicos, organicos o
coloidales. Es apropiada para andlisis delicados, incluyendo la
espectrometria de absorcion atomica (EAA) y la determinacion de
componentes en cantidades minimas. Se puede preparar por destilacion

multiple o por desionizacién u osmosis inversa seguida de destilacion.

- Grado IIl.-Apropiada para la mayoria de los trabajos de quimica en
laboratorios por via humeda y la preparacion de soluciones de reactivos,
ideal para la preparacion de medios de cultivo, y lavado, pre sebado y
sebado de materiales de laboratorio, a fines de procedimientos poco
exigentes. Se puede preparar mediante una sola destilacion, por
desionizacion o por osmosis inversa. Salvo indicacion de lo contrario, se

puede utilizar para el trabajo normal de analisis. a+37: 17

4.- IMPORTANCIA DE LA MICROBIOLOGIA EN LA VIGILANCIA
SANITARIA, CON RESPECTO A LA CALIDAD DEL AGUA PARA CONSUMO
HUMANO VINCULADA A LA PROBLEMATICA DEL PERU Y DE LA
CUIDAD DE AREQUIPA.

La microbiologia es un factor de vital importancia y mas atin cuando se vincula
a estandares adecuados para el uso o consumo humano, siendo la calidad del agua, un
peldaio por no decir la cima fundamental para garantizar la salud publica de una

poblaciéon y es mas de mayor relevancia cuando dicho recurso hidrico es usado en un
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centro de salud para las diferentes actividades de uso cotidiano como es el tipo de
servicio que adopta el uso del agua Subterranea — Potable Del Hospital Civico Policial
“Julio Pinto Manrique”- XI DIRTEPOL — Arequipa. En el momento actual, el
mantenimiento de la calidad bacterioldgica del agua y la lucha contra las enfermedades
transmisibles de origen hidrico, continia siendo preocupacion de las autoridades
sanitarias. Ello ha hecho que organismos internacionales se preocupen por esta creciente
problematica y en la legislacion de todos los paises, se hallan sefialado criterios y normas
para regular la calidad del agua, en especial de los requisitos minimos necesarios para la
proteccion de la salud, de modo que se considera, desde todo punto esencial, la vigilancia
de la calidad del agua potable, mediante la valoracion sanitaria continuada de su

aceptabilidad e inocuidad, lo que supone el examen analitico de sus propiedades.

La vigilancia de la calidad del agua de consumo humano, consiste en la evaluacion e
inspeccion sanitaria continuas, de su inocuidad y aceptabilidad. Principalmente es una
medida sanitaria de fiscalizacion, cuya finalidad primordial es la de proteger a la
poblacién de las enfermedades transmitidas por el agua. Bajo ese punto de vista, la
autoridad encargada de ella, tiene que estar especialmente capacitada para ejercer esa

vigilancia.

Sin duda alguna, el abastecimiento de agua para consumo humano, es el componente de
la Salud Ambiental que méas atencion ha recibido de parte de los dos gobiernos de esta
ultima década, dandosele inclusive la denominacion de “Sector de Agua y Saneamiento”.
Asi, se crearon instituciones como el PRONAP “Programa Nacional De Agua Potable
Y Alcantarillado” y el FONCODES “Fondo Nacional de Compensacion y Desarrollo
Social” en el Ministerio de la Presidencia, y la SUNASS “Superintendencia Nacional De
Servicios de Saneamiento” y recientemente el Vice Ministerio de Saneamiento en el
Ministerio de Transportes, Comunicaciones, Vivienda y Construccion, para impulsar

este programa, tanto en el medio urbano como en el rural.
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El agua contaminada se define como aquella que ha sido alterada en su composicion y
resulta inadecuada para una determinada aplicacion. Bajo el punto de vista
microbiologico y de acuerdo a una serie de conceptos legales, el agua destinada al
consumo humano debe reunir ciertas condiciones imprescindibles. En muchos paises
desarrollados, han sido erradicadas casi por completo las enfermedades transmitidas por

el agua, pero estas enfermedades siguen siendo endémicas en otras regiones del mundo.

En América Latina las tasas de mortalidad por enteritis y otras enfermedades diarreicas
oscilan entre 28,000 habitantes anuales sin reportar epidemias o focos endémicos de
mayor proporcion lo que revela la gran diversidad de niveles socioeconémicos en esta
region, latino americana en la cual se halla nuestro Pertl, a veces considerada como un

area uniforme y no exenta a este problema.

En Peru la gastroenteritis es uno de los principales motivos de consulta y hospitalizacion,
ocupando en la actualidad el segundo lugar entre las causas de muerte en nuestro pais.
En 2007 se registraron 998,312 casos de pacientes que fueron atendidos en los Centros
de Salud aquejados por una enfermedad diarreica, de los cuales 637,130 eran nifios
menores de 4 afios y representaban el 68% de los casos presentados. De este numero de
nifios enfermos el mayor porcentaje (58%) lo ocupan los nifios cuyas edades fluctuan
entre 1 y 4 afios, es decir los nifios que se alimentan solos. Este detalle es importante
sefialarlo porque a un nifio mayor, no le asean las manos con el mismo detalle que a un

bebé. a1«

En Arequipa, en el mismo periodo de tiempo se registraron 68,459 casos de
enfermedades diarreicas de diferente indole, siendo 37,739 (55%), nifios menores de
cuatro afios y con mayor afluencia de casos en los meses de verano y en época escolar
en los meses de noviembre y diciembre Todos estos datos, nos muestran a la poblacion
infantil, como la més vulnerable para este tipo de enfermedades, en las cuales el agua es

el principal vehiculo de contaminacion El 80% aproximadamente de todas las
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enfermedades en el mundo en desarrollo, estan relacionadas con un abastecimiento de

agua y saneamiento inadecuados.

La deficiencia en la calidad de agua, contribuye a la propagacion de las enfermedades
entéricas y otras enfermedades transmisibles. Estas enfermedades, no solo agravan los
sufrimientos humanos, sino que tienen consecuencias negativas para la economia, al

impedir un aprovechamiento ineficaz de los recursos humanos existentes.

Por otra parte, la presencia de bacterias coliformes, es una indicacion de que se pueden
encontrar presentes, también bacterias patogenas que no corresponden al grupo
coliforme, capaces de producir enfermedad y por lo tanto esta agua para ser bebida e uso

es insegura.

El grupo coliforme incluye a todas las bacterias en forma de bastoncillos que son
aerdbias o anaerobias facultativas, Gram negativas, no esporogenas, que fermentan la
lactosa con produccion de gas en un medio de cultivo prescrito, dentro de las 48 horas a

37°C de temperatura. (11 10”)

Hace 55 afios, es decir el 17 de Diciembre de 1946, se expidio en el Pert una Resolucion
suprema aprobando el “Reglamento de los Requisitos oficiales que deben reunir las
aguas de bebida para ser consideradas potables”. El Reglamento antes mencionado sirvid
de base de inicio para que en nuestro pais se tomen las medidas adecuadas acerca de esta
problematica a la vez que ayudo a la toma de conciencia por parte de las autoridades y

de la poblacion, a tener conocimiento de nuestra realidad nacional.

En el afio 1972, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) hizo conocer las “Normas
internacionales para el agua potable”, traduccion del “International Standars for drinking

water”, con los que se introdujeron criterios bacteriologicos de calidad de agua potable
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segun su procedencia, es decir, aguas distribuidas por tuberias, al inicio y en la misma
red. Asi mismo, en sistemas de abastecimiento individuales o de pequefias

colectividades. 1<127)

El afio 1984, la OMS publico las “Guias para la calidad del agua potable”, en tres
volumenes separados. El tercer volumen titulado “Guias para el control de calidad del
agua potable en sistemas que abastecen a pequefias comunidades”, analiza
especificamente el problema de las pequefias localidades, principalmente las localizadas

en las zonas sub urbanas y rurales. (1127

En el Pert en este contexto se veia la imperiosa necesidad de actualizar el Reglamento
de los Requisitos Oficiales Fisicos, Quimicos y Bacteriologicos que deben Reunir las
Aguas de Bebida Para ser Consideradas Potables, que por su antigiiedad (1946), se hacia
inaplicable; es entonces que en el afio 2000, la Direccion General de Salud Ambiental,
asume la tarea de elaborar el “Reglamento de la Calidad del Agua para Consumo
Humano”, tarea que el 26/09/2010, a través del D.S. N° 031-2010-SA, se vio felizmente
culminada y hoy rige con existo y debe ser acatada por toda empresa del roll publico, o
privada que brinde este servicio asi como la poblacion estd en la obligacion de exigir
dichos parametros suscritos en dicho reglamento, y hacer todo lo posible en conjunto
mutuo para llegar a alcanzarlos y asi evitar cualquier problema de indole mayor o menor,

que atente o infrinja dicho reglamento. (197

5.- FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA ALTERACION DE TIPO
BACTERIOLOGICO EN EL AGUA.

Teniendo una perspectiva del comportamiento de los microorganismos estos se
hallan presentes en el ambiente vital del hombre (agua, suelo, aire). Que al relacionarse

entre si generan la contaminacion de origen cruzada entre dichos elementos.
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5.1.-En el aire.- Es uno de los medios mas hostiles para la supervivencia de los
microorganismos, ya que en €l los gérmenes estan expuestos a la actividad del
oxigeno, a la radiacion solar, a variaciones en la humedad relativa del aire, etc.
Asi, las bacterias Gram negativas mueren rapidamente en suspension aérea. No
obstante, puede convertirse en un buen medio de dispersion si los

microorganismos disponen de formas esporuladas.

5.2.- En el agua y suelo.- La calidad microbiologica del agua, directa o
indirectamente, ejerce una enorme influencia en la contaminacion de los otros
dos factores como que son el aire y el suelo puesto que en el agua podemos
encontrar en suspension bacterias procedentes del suelo, como Micrococcus,
Pseudomona, Aeromonas Los animales acuaticos, ademas de la flora especifica
tipica de su especie, pueden ver aumentada su carga microbiana con estos
microorganismos. Asimismo, pueden contaminarse con géneros patogenos de
restos fecales del hombre y animales como Enterobacterias y Streptococcus. En

el suelo también se pueden encontrar especies de los géneros Bacillus (247

6.- FACTORES QUE POSIBILITAN O DIFICULTAN EL CRECIMIENTO
MICROBIANO EN EL AGUA.

Pueden agruparse en:

6.2 Factores intrinsecos.- Se refieren a las propiedades fisicas y a la composicion

quimica del agua en si relacionando: Dureza, alcalinidad, pH, nutrientes
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disueltos en ella, parametros quimicos e inorganicos que contengan con su

porcentaje en contenido de niquel, plomo, bario, etc.

6.3 Factores extrinsecos.- Caracteristicas del ambiente donde se almacena el
agua: Tipo de contenedor, flujo, temperatura, presion y exposicion al oxigeno,

etc.

6.4 Factores implicitos.- Relaciones que se establecen entre los microorganismos
presentes en el medio acuifero: Seres que habitan en ella como peces, las

mismas bacterias, y otros organismos de vida libre.

6.5 Factores de especial relevancia.- En relacién a estos factores podemos
mencionar el pH, el porcentaje de cloro que contenga el agua, que indicara si
estd posee los cualidades para convertirse en agua potable, ademas cabe
mencionar a la T* como un factor dominante a aumentar la curva de

crecimiento patdogeno — bacteriano. (1117, %207, “23”)

6.6 Grupos de gérmenes segin sus temperaturas cardinales.

Hay varios tipos de microorganismos en funcion de sus temperaturas de

crecimiento minima, méaxima y optima
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Tipo de microorganismo Temp. Temp. Temp.
Minima Optima maxima
Psicrofilo -5 +5 12-15 15-20
Psicrotrofo -5 +5 25-30 30-35
Mesofilo 5-15 30 -45 35-47
Termofilo 40 - 45 55-175 60— 90
Hipertermofilo 55 80 113

Cuadro de grupos de gérmenes segiin sus temperaturas cardinales
Fuente: http://www.unavarra.es/genmic/micind-2-4.htm

- Psicréfilos: Microorganismos adaptados al frio, suelen encontrarse en el agua

congelados hace millones de afios en el casquete polar de la tierra.

- Psicrotrofos: Estos microorganismos son mesofilos que pueden crecer a
temperaturas bajas. Esto es importante desde el punto de vista aplicacion porque
cuando se encuentran contaminada el agua, son capaces de crecer en condiciones
de refrigeracion (4 - 8° C) y de producir infecciones en los consumidores a (30 -

35°C).

- Mesofilos: Gérmenes abundantes en el agua, que no ha recibido ningun tipo de
tratamiento de desinfeccion son aquellos que han permanecido a temperatura

ambiente.

- Terméfilos: Se aplica a organismos vivos que pueden soportar condiciones
extremas de temperatura relativamente altas, por encima de los 45°C, o

relativamente bajas. Es un subtipo de vida extremofila. Los termofilos se
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caracterizan por tener una membrana celular rica en lipidos saturados ya que

contienen enzimas que les permiten trabajar en condiciones extremas.

- Hiperterméfilos: Pueden crecer a temperaturas cercanas o incluso superiores a
100° C en condiciones de alta presion. Son microorganismos muy importantes
desde el punto de vista ambiental; pero no tienen aplicaciones actuales en

agronomia o en microbiologia industrial. 1 <117, 20", 23"

6.7 Fases del crecimiento bacteriano.

Si adicionamos los microorganismos a un medio en el cual se incluye a todos los
nutrientes necesarios para su crecimiento (el agua no tratada la suele contener) y lo
sometemos a condiciones favorables, ¢stos se multiplican por fisién binaria.

Normalmente el crecimiento de los microorganismos suele seguir cuatro fases:

6.7.1 Fase de latencia:

Cuando los microorganismos son expuestos a un nuevo medio de crecimiento,
éstos necesitan un periodo de adaptacion cuya duracion suele ser variable segun
el tipo de microorganismo. Normalmente suelen rondar las dos horas y durante
este tiempo no crecen y se dedican aumentar su tamaflo y a crear nuevos

materiales.

6.7.2 Fase logaritmica o exponencial

Durante estd fase los microorganismos se multiplican y aumentan
cuantitativamente en forma logaritmica. El tiempo de multiplicacién es variable
segun el tipo de microorganismo, por ejemplo el Escherichia coli es uno de los
mas rapidos y se multiplican cada veinte minutos aproximadamente en

condiciones Optimas. De esta forma, a partir de una bacteria habra dos a los veinte
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minutos, cuatro a los cuarenta minutos, ochos tras una hora, y siguiendo este

crecimiento exponencial, tendremos 128 millones en nueve horas.
6.7.3 Fase estacionaria.

En este momento, el nimero de microorganismos en el medio se mantiene
constante bien porque el crecimiento ha cesado o porque el crecimiento ha
decrecido y es igual a la muerte bacteriana. Se produce como consecuencia de un
empobrecimiento de nutrientes en el medio o bien por un enriquecimiento en los

materiales de desecho provocado por el metabolismo microbiano.

6.7.4 Fase de declive

Cambios ambientales perjudiciales, como privacion de nutrientes y acumulacion
de residuos toxicos, originan la disminucion del nimero de células viables, hecho
que caracteriza la fase de muerte. Es la ultima fase y el numero de

microorganismos decrece. d«11»,>127, “207,“23”)

Stationary phase

oeauapA

(exponential)
phase

Number of cells (log)

Lag phase

Time

Fases del crecimiento bacteriano.

Fuente: COLLINS. C. (Métodos Microbioldégicos 4° Edicion, México. Edit.

Interamericana, 2009).
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7. EL CLORO Y EL pH EN EL AGUA.

7.1 El cloro.

Es el agente desinfectante mas usado, facil, eficaz y barato. El cloro es un agente
quimico muy activo que actia por oxidacion. La oxidacion es el proceso de convertir las
moléculas organicas complejas en compuestos simples que pueden evaporarse en forma
de gas totalmente inofensivo. Al agregar cloro al agua, este reacciona con las sustancias
disueltas o suspendidas en ella: la materia orgéanica, las sustancias reductoras y el
amoniaco. La cantidad de cloro consumido durante este proceso se denomina demanda
de cloro. Si no se agregase cloro en cantidad suficiente, la reaccion con estos
compuestos lo consumiria totalmente, no produciéndose la desinfeccion deseada, por
lo que debe adicionarse en cantidad suficiente para que permanezca en el agua después

del periodo de reaccion.

El poder desinfectante del cloro es uno de los mas importantes, de entre los
desinfectantes conocidos. En general, todos los microorganismos como bacterias,
virus, mohos, levaduras, esporas, algas y protozoos se ven inhibidos o destruidos en

mayor o menor medida.

En la medicién de Cloro Residual Libre (CRL), la forma activa del cloro, el método
mas sencillo, es por el kit de Ortotolidina (aminotolueno), con el cual se forma un
complejo coloreado entre la ortotolidina y el CRL, que es proporcional a la
concentracion de cloro presente en la muestra. Por esto, fue ampliamente usado y

hasta hoy en dia es facil de encontrar en supermercados y ferreterias.
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Sin embargo, experimentos realizados por la IARC, el organismo oficial que
patrocina la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en temas de carcinogénesis, y
estudios del CIIC (Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer) que
también patrocina la OMS, clasifican a la ortotolidina en el grupo 2A. Es decir, como
probable cancerigeno humano. La informacion esta disponible desde 1990 y por esto a
nivel internacional se ha desaconsejado su uso y reemplazado por el DPD, un
reactivo mas caro pero mas estable, que permite mediciones mas certeras y que no es

dafiino para el ser humano.

Ademas, el libro mas importante de referencia mundial en mediciones de aguas, el
Standard Methods for the Examinations of Water and Waste Water (actualmente en la
20* edicion), confirma que el método mas adecuado para la medicion del Cloro
Residual Libre es el DPD o Método de la N, N-dietil-p-fenilendiamina. El cloro libre
en contacto con esta sustancia produce una coloracion rojo-violeta, que se caracteriza
por su estabilidad y certeza. Existen equipos digitales que a través de un
microprocesador o fotometro permiten eliminar el error de percepcion visual

entregando datos en extremo confiables. (1+28”)

7.2 Reaccion del cloro en el agua.

Cl; + H,O <> HCLO + HC1

(Dependiente del pH y la T°)

A. Reaccion de disociacion:

HCl—->H"+Cl™
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B. Disociacion del acido hipocloroso:

(Acido hipocloroso) HCIO «<» H "+ CIO ~ (I6n hipoclorito)

(Parcial, dependiente del pH)

7.3 Diferentes formas de cloro en el agua.

Producto de la reaccion del cloro en el agua, este adquiere diversas formas, cada una de
las cuales con un poder desinfectante diferente que evoluciona con el tiempo, segiin
la cantidad de materia organica, pH, concentracion de cloro, temperatura, radiacion

solar, etc.

7.3.1 Cloro Residual Libre. (CRL).

Corresponde al cloro presente en agua como acido hipocloroso (HCLO) e iones

hipoclorito (ClO") este ultimo reacciona rapidamente con amoniaco y algunos

compuestos nitrogenados para formar cloro combinado.

Acido Hipocloroso (HCIO): Es la forma mas activa del cloro, el cual le confiere el
poder desinfectante, principalmente. La formacion de este acido (cloro activo) se
potencia si el pH es bajo. A medida que se consume el HCIO se va formando
nuevamente mediante el ion hipoclorito, que constituye una reserva de cloro.

7.3.2 Cloro Residual Combinado (CRC).

Es el cloro existente en combinacién quimica con amoniaco, nitrégeno o compuestos

organicos clorados.
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7.3.3 Cloro Total (CT).

El cloro total es la suma del cloro libre mas el cloro combinado disponible.

7.4 Mecanismo de accion del cloro.

Cuando el cloro es anadido al agua, este forma el acido hipocloroso (HCIO), y este se
disocia en el agua en H+ e CLO" (ion hipoclorito). El grado de disociacion depende
del pH, de esta manera la disociacion es pobre a niveles de pH menores o por debajo de

6,5 y a niveles de pH de 8,5 ¢l acido hipocloroso se acerca a su disociacion completa.

El acido hipocloroso (HCIO), es la forma mas activa del cloro, debido al hecho que
este es eléctricamente neutral y es capaz de difundir a través de la pared celular de
los microorganismos, cargada negativamente, y reaccionar con las proteinas que son
poco accesibles, para el ion hipoclorito (ClO"). Finalmente, el acido hipocloroso
ejerce su efecto desinfectante, basado en el poder de oxidacion de los atomos de

oxigeno libre y reacciones de sustitucion del cloro.

7.5 Efectos del cloro en la salud.

Si se respetan los valores recomendados para la correcta desinfeccion del agua con cloro,
no tiene porqué producirse ningun tipo de reaccion perjudicial para la salud. Los

efectos del cloro en la salud humana dependen de la cantidad de cloro presente, del
tiempo y la frecuencia de exposicion. Los efectos también pueden depender de la salud

de la persona.
La respiracion de pequefias cantidades de cloro durante cortos periodos de tiempo
afecta negativamente al sistema respiratorio humano. Se presume que la toxicidad de

las soluciones que contienen cloro, acido hipocloroso o hipoclorito es similar, ya que
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estos compuestos estan en equilibrio dinamico y debido a que las comparaciones de
toxicidad pueden efectuarse en base a la medicion de la concentracion de Cloro
Residual Libre. El grupo de individuos de alto riesgo estd constituido por los
asmaticos o por aquellos que presentan reacciones alérgicas después de su
exposicion al cloro. El cloro ademas irrita la piel, los ojos y el sistema respiratorio. Los

efectos van desde tos y dolor pectoral, hasta retencion de agua en los pulmones.

7.6 EL pH.

Es una medida de acidez o alcalinidad del agua. Su expresion viene dada por el
logaritmo negativo de la concentracién del ion H' expresada en moles/litro. Los
niveles de pH para el uso del agua de naturaleza potable, aseguran la eficacia de los
productos o agentes quimicos que se utilicen en el tratamiento de desinfeccion
y ademads previenen la corrosion de los equipos, contenedores, Cafierias, durante
su distribucion. Un exceso o un defecto, puede disminuir la eficacia de la cloracion

e irritar las mucosas, ademas de contribuir al enturbiamiento del agua

Enel caso de utilizacion de agentes desinfectantes clorados. El cloro actia
eficazmente como bactericida cuando el agua donde se diluye tenga un pH entre 7.2 'y

7.8 preferiblemente, lo recomienda la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

- Siel pH esta por encima de 8.5 el acido disuelto se precipitara de forma visible,
generando el enturbiamiento del agua, ademds de producir el deterioro del
equipo mecanico vinculado a la extraccion del agua del pozo.

- Si el pH esta por debajo de 6.5, el agua se halla en un estado corrosivo,
produciendo irritacion a la piel y mucosas como podria suceder en aseo de las

personas de nuestro centro de salud.

En la medicion del pH se pueden utilizar varios métodos, siendo el més exacto y
versatil el sistema de electrodo de vidrio. En donde la medida de pH de una

disolucion se basa en la transformacion de la sefial eléctrica obtenida por un
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electrodo de vidrio y uno de referencia. Dicha sefial es proporcional a la actividad de

. +
los iones H' presentes en el agua. (+117)

7.7, Efecto del pH en el agua Subterranea, Potable, Subterranea — Potable; de uso
diario del Hospital Civico Policial “Julio Pinto Manrique”- XI DIRTEPOL -
AREQUIPA.

A. pH en concentraciones de nivel alto (>8.5)

- Produce disminucion del poder desinfectante del cloro.
- Favorece el crecimiento de algas y bacterias.
- Produce irritacion de mucosas.

- Precipitacion de sales célcicas (enturbiamiento).

B. pH en concentraciones de nivel bajo (<6.5)

- Aumenta la turbidez del agua
- Aumenta el poder desinfectante del cloro.

- Produce irritacion de mucosas.

7.8. Cuadro Porcentual Del Cloro Activo En Funcion Del pH.

La cantidad de acido hipocloroso presente en el agua estd muy condicionada por el
valor del pH. En las aguas con un pH alto, la mayor parte del cloro activo se
convierte en ion hipoclorito (CLO’), una forma de cloro con bajo poder
desinfectante. El &cido hipocloroso tiene mayor poder oxidante y bactericida que el
ion hipoclorito, por lo que, es importante mantener un valor de pH adecuado, para
obtener una desinfeccion eficiente. En las aguas con un pH bésico, disminuye el

porcentaje de acido hipocloroso, y aumenta el del ion hipoclorito con un poder
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oxidante inferior, de manera que disminuye el poder desinfectante del agua. El valor
de pH iddneo para obtener una mayor desinfeccion adecuada es entre 7.2 y 7.8 segin

la OMS “Organizacion Mundial Para La Salud”. 1167

[ oH % HCLO %CLO" |
6,0 95 5
6,5 90 10
7 75 25
72 66 34
75 41 53
8 2 78
8,5 8 92

Variacion del pH en relacion al porcentaje de Acido hipocloroso HCIO y I6n hipoclorito C10

Fuente: Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos — EPA.

Http://Www.Epa.Gov/Espanol/Sobreepa.Htm

8. METODO DE FILTRACION POR MEMBRANA.

Existen diversos métodos para el analisis bacteriolégico, que permiten
detectar la presencia o ausencia de ciertos microorganismos indicadores de
contaminacion, tales como la técnica del NMP (Fermentacion En Tubos) o la filtracion
por membrana. El método de filtracion por membrana es un método altamente
reproducible, puede usarse para analizar volimenes de muestra relativamente

grandes y se obtienen resultados en menor tiempo que con el NMP

Este método es utilizado cuando el niimero de bacterias es bajo, ademas de expresar

valores cualitativos o cuantitativos, en cuanto a un volumen de muestra determinado
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(ausencia/presencia por 100 ml). Se utilizan filtros de membrana de celulosa estériles

con un poro de 0,45 um, que retienen las bacterias.

8.1 Fundamento del método de filtracion por membrana.

La muestra de agua se hace pasar mediante vacio por un filtro de celulosa de 0.45um
de diametro de poro, para que las bacterias queden retenidas, en el mismo. El filtro
o membrana de celulosa, luego es colocado en un medio de cultivo especifico o

adecuado, segun el estudio a realizar.

8.2 Caracteristica del filtro de membrana.

Se deben utilizar filtros de membrana con un didmetro de poro que permita
una completa retencion de las bacterias. Siendo el mas utilizado el de 0.45 pm
de diametro de poro. Se debe tener en cuenta que estos filtros estén libres de quimicos
susceptibles de inhibir el crecimiento y desarrollo bacteriano y que posean una
velocidad de filtracion satisfactoria. Se recomienda utilizar filtros de membrana de

celulosa o nitrato de celulosa.

8.3 Ventajas y desventajas del método de filtracion por membrana.

El método de filtracion por membrana es un método agil, rapido y reproducible,
en comparacion con otras técnicas. La lectura de resultados se da en un menor tiempo
a comparacion del método del NMP, ademas se puede utilizar en pruebas de campo,
empleando los accesorios adecuados. El andlisis se dificulta en muestras de aguas
muy turbias o con abundante carga bacteriana. Este inconveniente es posible
remediarlo, haciendo diluciones de la muestra o realizando pequefias adiciones, de

acuerdo al tipo de muestra a analizar. Otro inconveniente, es el costo de los filtros
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por membrana, ademas de los accesorios complementarios, necesarios para su uso. (1+12”,
“13%)

9. METODO FOTOMETRICO PARA LA DETERMINACION DE CLORO
RESIDUAL LIBRE (CRL).

Por recomendacion del libro Standard Methods for the Examinations of Water
and Waste Water, la determinacion de Cloro Residual Libre debe ser realizada en el
terreno y por el método del DPD (N, N-dietil-p-fenilendiamina). Este método se basa
en la adicion de este reactivo a la muestra, la cual desarrolla un color que
puede compararse con una referencia (Test Kit) o leerse directamente en un equipo

digital (Fotometro).

9.1 Fundamento del método fotométrico.

Los métodos fotométricos se basan en la capacidad de las sustancias de absorber o
emitir radiacion electromagnética (Luz). Estos se pueden emplear para determinar la
concentracion de un reactivo o producto durante una reaccion. El Fotometro detecta la
intensidad de luz transmitida o absorbida a través de la solucion en la celda y la
compara con la que se transmite o absorbe a través de una solucion de referencia

denominada “blanco”.
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Cuando una sustancia es expuesta Parte de la radiacitn es absorbida por las moléculas de
a un haz de luz de intensidad lo | <o la sustancia y se emite una radiacion de intensidad |

b Intensidad de rayo incidente

Luz emmda I Intensidad de luz proveniente de muestra

Microprocesador

Curvas I

Detector de luz La absorbancia es '
Celda traducida a concentracion

Fuente: Hannainstruments—Argentina. Http:/Www.Hannaarg.Com/

La cantidad de radiacion absorbida se obtiene por la ley de Lambert — Beer:

Loglo/I=ecd

En donde:

- log Io /I = absorbancia (A)

- e = coeficiente de extincion molar de la sustancia. (M" - cm™
Es la caracteristica de una sustancia que nos dice cuanta luz
absorbe a una longitud de onda determinada.

- ¢ = concentracion molar de la sustancia. (M)

- d = distancia optica de la luz a través de la muestra. (cm)

GC 2

La concentracion puede calcularse a partir de la absorbancia determinada, dado

que los otros factores son conocidos.
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Actualmente es el método mas empleado por las mejoras en su Optica, obteniendo
detecciones mas precisas y permitiendo al usuario realizar las determinaciones in-situ y

las veces que sean necesarias

9.2 Ventajas del método fotométrico.

En comparacion con el método Test Kit o disco comparador, se encuentran las

siguientes ventajas:

- Resultado no subjetivo.

- Principio de fotometria optica.

- Se declara precision y no incremento minimo.
- Trazabilidad de resultados +/- 0,01ppm.

- Lectura digital.

- Costo-beneficio, superior a test kit.

- No necesita repetir la medicion. <147 1187

10. INDICADORES BACTERIOLOGICOS DE CONTAMINACION EN EL
AGUA. (467,77, %9, “117)

10.1 Introduccion.

El agua, ademas de ser una sustancia imprescindible para la vida, por sus multiples
propiedades, es ampliamente utilizada en actividades diarias tales como la
agricultura, la industria, el uso doméstico, recreativo, entre otras; convirtiéndose en
uno de los recursos mas apreciados en el planeta. De ahi la importancia de conservar y
mantener la calidad del agua, de manera que se garantice su sostenibilidad.
Ademas, de ser la transmision hidrica generalmente, una de las primeras vias de

transmision.
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Las condiciones bacterioldgicas del agua son fundamentales desde el punto de vista
sanitario. Por tanto, determinar el tipo de bacterias presentes y su concentracion
proporciona herramientas indispensables para conocer la calidad del agua y para la
toma de decisiones en relaciéon al control de vertidos, tratamiento de aguas y
conservacion de ecosistemas. Existe un consenso general sobre la dificultad de
determinar la presencia de todos los organismos patégenos implicados en los
procesos de contaminacion ambiental. Dicha determinacion implica varios dias de
analisis, costos elevados y laboratorios especializados. Frente a estas dificultades y a
la necesidad de hacer una evaluacion rapida y fiable de la presencia de patogenos en

el agua, se ha planteado la necesidad de trabajar con organismos indicadores.

Los microorganismos indicadores son aquellos que tienen un comportamiento
patogeno o similar a estos, (concentracion y reaccion frente a factores ambientales,
barreras artificiales), pero son mas rapidos, econémicos y faciles de identificar, son
relativamente inocuos para el hombre y animales; su presencia en agua esta
relacionada, cualitativamente y cuantitativamente con la de otros microorganismos

patdgenos de aislamiento mas dificil.

10.2 Requerimiento de un indicador de contaminacion.

- No encontrarse en agua no contaminada.

- Estar presente en el agua contaminada manteniendo una correlacion
con los patdgenos.

- Ser mas abundante que los patégenos.

- Sobrevivir en el agua mas tiempo que los patégenos.

- Ser detectado, de la forma, mas rapida, facil y economica.

- En lo posible  tener criterios microbiolégicos comunes

internacionalmente
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10.3 Valor de un indicador.

Los indicadores se utilizan en cada pais o ciudad dependiendo de 3 factores que le

permiten dar un valor al indicador.

- Criterio: Depende de la densidad del indicador, y del riesgo potencial a
la salud humana. (Estudio cientifico, valoracion del riesgo, determinacion

de donde aparece el brote).

- Guia: A partir del criterio, el pais establece un limite maximo alcanzable
del indicador por 100ml de agua, Este valor estd alcanzado bajo los
factores cientificos (estudios), sociopoliticos (status mundial), econémicos

(turismo), culturales (region y costumbres).

- Standard: Normativa nacional e internacional.

10.4 Bacterias.

Las bacterias son microorganismos unicelulares que presentan un tamafio de algunos
micrometros de largo (entre 0.5 y 5 um, por lo general) y diversas formas incluyendo
esferas (cocos), barras (bacilos) y hélices (espirilos). Las bacterias son procariotas, a
diferencia de las células eucariotas (de animales, plantas, etc.), no tienen el nucleo
definido y presentan orgénulos internos de locomocion, generalmente poseen una
pared celular compuesta de peptidoglicano. Muchas bacterias disponen de flagelos o

de otros sistemas de desplazamiento y son moviles.

Ademas de su tamafio, forma y disposicion celular, otro criterio de diferenciacion de
las bacterias se basa sobre sus caracteristicas de tincion, con la coloracion de Gram,

con esta técnica de tincion la mayor parte de las bacterias pueden ser clasificadas
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como Gram positivas o Gram negativas. El componente rigido de la pared celular de
todas las  bacterias, estd constituido por  peptidoglicanos o mureina.
Los peptidoglicanos se encuentran en todas las especies de bacterias excepto en

los ureaplasmas y micoplasmas, ya que carecen de pared celular.

10.4.1. Bacterias Gram Positivas.

La pared celular de las bacterias Gram positivas, tiene un grosor de casi 80 nm y esta

compuestd principalmente de varias capas de peptidoglicano. De hecho, desde el

40% hasta mas del 80% del peso seco de algunas paredes celulares, Gram positivas;
estan constituidas por peptidoglicanos. Atrapados dentro de estd matriz de
peptidoglicanos, se encuentran una variedad de proteinas, polisacaridos y moléculas

unicas denominadas acidos teicoicos.

GRAM POSITIVAS

Acido lipoteicoico Acido teicoico N

Pared celular

Fuente: R. Diaz; C.Gamazo; F. Lopez Goiii. (Manual practico de microbiologia — Segunda edicién

2003).
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10.4.2. Bacterias Gram Negativas.

Las bacterias Gram negativas presentan una pared celular delgada a diferencia de las
bacterias Gram positivas. Sin embargo, estructuralmente, mas compleja. Por fuera de la
membrana  citoplasmaticase encuentra el espacio periplasmatico un
compartimiento que contiene enzimas y que se encuentra entre la membrana

citoplasmatica y la porcion exterior de la pared celular

GRAM NEGATIVAS

Pared celular

Fuente: R. Diaz; C.Gamazo; F. Lopez Goiii. (Manual practico de microbiologia — Segunda edicion

2003).

Existen diferencias notables entre la estructura de la pared bacteriana en organismos
Gram positivos y Gram negativos. La mas notable es la presencia en los Gram
negativos, de una segunda membrana, la membrana externa, creandose un espacio

entre ambas, el espacio periplasmico, en el que se encuentra la mureina.

La mureina en las bacterias Gram negativas se ve a microscopio electronico como
una capa fina, posiblemente constituida por una unica molécula bidimensional que

conserva la forma de la bacteria, y a la que normalmente se denominara "saculo de
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mureina". En las bacterias Gram positivas no existe la membrana externa y la

mureina aparece COmMo Una capa mas gruesa. (16, “77, “9”, “117)

10.5. Indicadores bacteriolégicos.

10.5.1. Coliformes fecales.

10.5.1.1. Caracteristicas.

Este grupo de microorganismos se distinguen de los coliformes totales (que
comprende la totalidad del grupo), por ser estos de origen intestinal, tanto del hombre
como de los animales de sangre caliente y estar presentes en el tracto gastrointestinal en
grandes cantidades. Desde el punto de vista de la salud publica esta diferenciacion es
importante puesto que permite asegurar con alto grado de certeza que la
contaminacion que presenta el agua, es de origen fecal. Permanecen por més tiempo en
el agua y se comportan de igual manera que otros patégenos en los sistemas de

desinfeccion

Coliformes fecales, Apreciados en el microscopio electrénico.

Fuente: Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades. Http://Www.Cdc.Gov/Spanish/
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10.5.1.2. Identificacion en el laboratorio.

Los coliformes fecales pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos Gram
negativos, anaerobios facultativos, no esporulantes, termotolerantes, fermentadores de
lactosa a una temperatura de 44,5 - 45,5°C con produccion de gas. Crecen en medios
diferenciales y selectivos como el agar VRBA (agar biliado - rojo neutro - cristal
violeta) formando colonias de color rosa - purpura. La prueba de coliformes fecales

positiva, indica un 90% de probabilidad de que el coliforme aislado sea E. coli.

A. Eschericha.

- Escherichia coli: Es un bacilo Gram negativo, no esporulado, moévil, con
flagelos peritricos, es anaerobio facultativo, ademas es el principal
indicador de contaminacion fecal. Es un microorganismo de flora normal, pero
existen cepas que son patogenas y causan dafio produciendo diferentes

cuadros clinicos.
B. Klebsiella.

- Klebsiella pneumoniae: Es una bacteria Gram negativa en forma de
bastoncillo, la mas importante del género Klebsiella de la familia
Enterobacteriaceae. Es el agente causal de infecciones del tracto urinario,

neumonias, sepsis, infecciones de tejidos blandos. Causa alrededor del 1%

de las neumonias bacterianas.

C. Enterobacter.
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- Enterobacter Aerogenes: Bacilo Gram negativo, oxidasa negativo y
catalasa positivo, se puede encontrar en medios acuaticos. Puede ser movil
y no movil. La especie estd estrechamente relacionada con Klebsiella
pneumoniae. Es un patdgeno oportunista que causa infecciones en piel y otros
tejidos incluyendo neumonias, infecciones urinarias, infecciones en los ojos,

peritonitis post-quirtirgica. (o, 13)

- Enterobacter cloacae: Bacilo Gram negativo, oxidasa negativo y catalasa
positivo, presente en el aparato digestivo humano. Se diferencia del
Enterobacter aerogenes por dar reaccion positiva para la ureasa. Puede
producir infecciones  del tracto urinario, incluso bacteriemia,

osteomielitis, artritis supurativa.

10.5.1.3. Enfermedades.

Estds bacterias son de interés clinico, ya que pueden ser capaces de generar
infecciones oportunistas en el tracto respiratorio superior e inferior, ademas de
bacteriemia, infecciones de piel y tejidos blandos, enfermedad diarreica aguda y otras

enfermedades severas en el ser humano.

10.5.2. Escherichia coli. a <6, 77,97, 117

10.5.2.1. Caracteristicas.

Es un bacilo Gram negativo, su tamafio es de 0.5 um de longitud por 2 um de
diametro. No delicado, no esporulado, movil, con flagelos peritricos, es anaerobio
facultativo, ademas es un indicador de contaminacion fecal siendo capaz de crecer a
44°C. Se le considera un microorganismo de flora normal, pero existen cepas que son

patdgenas y causan dafio produciendo diferentes cuadros clinicos.
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Escherichia coli, apreciados en el microscopio electronico.

Fuente: Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades. Http://Www.Cdc.Gov/Spanish/

10.5.2.2. Identificacion en el laboratorio.

Crece en agar EMB, formando colonias con un caracteristico brillo metalico y
produce reaccion positiva para lactosa, glucosa, CO,, lisina, descarboxilasa, indol,
movilidad y rojo de metilo; reaccion negativa de Voges-Proskauer, H,S y ureasa. Es

incapaz de crecer en medio con citrato como Unica fuente de carbono y energia.
10.5.2.3. Enfermedades.

La mayoria de las E. Coli son inofensivas. Sin embargo, algunos tipos pueden

producir enfermedades tales como infecciones del tracto urinario, meningitis

neonatal, enfermedades intestinales, diarrea acuosa, cistitis y neumonia Gram

negativa.

50

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(= ,
TESIS UCSM = DE SANTA MARIA

10.5.3. Enterococcus faecalis (Streptococcus faecalis). (<67, «77, %9, “117)

10.5.3.1. Caracteristicas.

Son cocos Gram positivos, que forman pares o cadenas durante el crecimiento, de 0.5 a
I wm de didmetro, inmoéviles y no forman endosporas ni cépsulas. Los
Streptococcus faecalis, actualizados taxonomicamente como Enterococcus faecalis se
encuentra en las heces de los humanos y animales de sangre caliente. Todos los
enterococos presentan alta tolerancia a condiciones ambientales adversas altas o
bajas temperaturas, deshidratacion, salinidad, luz solar, por lo que se suelen emplear
para determinar la contaminacion fecal en aguas de bafio, pues soportan estas
condiciones. Recientemente el Enterococcus faecalis ha sido considerado como un

organismo de supervivencia superior a los Coliformes, en aguas.

Enterococcus faecalis apreciados en el microscopio electrénico.

Fuente: Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades. Http://Www.Cdc.Gov/Spanish/
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10.5.3.2. Identificacion en el laboratorio.

Crecen en Agar selectivo Estreptococos KF, formando colonias puntiformes de color
amarillo. Con un didmetro de 0.5 a 1 mm. Presenta reaccién negativa para catalasa,
hidroliza la esculina en presencia de 40% de bilis y crece en presencia de CINa al

6.5%.

10.5.3.3. Enfermedades

Puede causar endocarditis, infecciones de vejiga, prostata, epididimo ademas de
cistitis, pielonefritis, e infecciones de sistema nervioso que son menos comunes. El
uso de Enterococcus faecalis como un indicador de contaminacion fecal de aguas
recreacionales fue recomendado por la U.S. Environmental Protection Agency en

1986. La recomendacion se baso en estudios que demostraron que tiene una relacion
directa con las enfermedades asociadas a la natacion en ambientes de agua marina y

agua dulce.

10.5.4. Staphylococcus aureus. <6, «7,“97, “117)

10.5.4.1. Caracteristicas.

Es un coco Gram positivo, inmoévil, de 0.8 a 1 pm de didmetro, forma grupos
de células irregulares semejantes a racimos de uvas. No es un microorganismo delicado,
resiste al calor y a la desecacion, ademds puede crecer en condiciones de salinidad
(7,5% de CINa), es capaz de respiracion aerobia y anaerobia. Algunas cepas de

Staphylococcus aureus producen capsulas.

La principal caracteristica que diferencia al Staphylococcus aureus de los demas

estafilococos es la produccion de la enzima coagulasa (coagula el plasma). Coloniza

52

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
7 CATOLICA
TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

la piel y las mucosas de muchas personas, tiene ademas un gran potencial patogénico
debido a la gran cantidad de toxinas y enzimas que es capaz de producir, como

citotoxina, la enterotoxina y la toxina epidermolitica.

Stap hylococcus aureus, apreciados en el microscopio electrénico.

Fuente: Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades. Http://Www.Cdc.Gov/Spanish/

10.5.4.2. Identificacion en el laboratorio.

Crece en Agar Base Sangre, su desarrollo es abundante, formando colonias
circulares, elevadas y resplandecientes de color gris a amarillo dorado intenso,
evidenciandose una hemolisis de tipo beta. En Agar selectivo Manitol Salado,
forma colonias amarillas debido a degradacion  de manitol. Presenta metabolismo
oxidativo/fermentativo en el medio O-F (Hugh Leifson), por lo que se lo diferencia

del genero micrococcus. Presenta reaccion positiva para catalasa y coagulasa. (7, 13,

10.5.4.3. Enfermedades.

Puede producir enfermedades, que van desde infecciones cutaneas tales como
foliculitis, forunculosis o conjuntivitis, hasta enfermedades de riesgo vital, como
celulitis, abscesos profundos, osteomielitis, meningitis, sepsis, endocarditis o
neumonia. Ademas, también puede afectar al aparato gastrointestinal, ya sea por

presencia fisica de Staphylococcus aureus o por la ingestda de la enterotoxina
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estafilococica secretada por la bacteria.

10.5.5. Salmonella spp. a<6”, 77, <", “117)

10.5.5.1. Caracteristicas.

Son bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, de 1 a 3 pm de longitud y entre
0.5 y 0.7 um de didmetro, con flagelos peritricos, no desarrollan capsula, ni esporas.
Producen sulfuro de hidrogeno (H2S). Se encuentran fundamentalmente asociados a
la flora intestinal, por ello, a aguas y alimentos que tengan contacto con materia
fecal. Por la importancia epidemiologica de este patogeno bacteriano, su aislamiento y
caracterizacion es una de las tareas principales del sistema de vigilancia de la

calidad del agua y los alimentos.

Salmonella spp, apreciados en el microscopio electrénico.

Fuente: Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades.. Http://Www.Cdc.Gov/Spanish/

10.5.5.2. Identificacion en el laboratorio

Crece en agar selectivo Sulfito Bismuto, formando colonias de color marron - negro,
con o sin brillo metdlico. Producen reaccion positiva para glucosa, CO,, H,S, lisina,
descarboxilasa, movilidad y rojo de metilo; reaccion negativa para lactosa, Voges-

Proskauer, indol y ureasa. Es capaz de crecer en medio con citrato como Unica fuente
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de carbono y energia.

10.5.5.3. Enfermedades

Este microorganismo es el agente causal de varias enfermedades infecciosas entre las
que se encuentran las fiebres entéricas, gastroenteritis, toxiinfecciones alimentarias y
la fiebre tifoidea (dolor de cabeza, fiebre, dolor abdominal y/o diarrea). Produce
salmonelosis (gastroenteritis aguda) con un periodo de incubacion de entre 5 horas y

5 dias. A través de las heces del enfermo se elimina un gran nimero de estd bacteria.

10.5.6. Pseudomonas aeruginosa. (i«e”, 72,9, 117

10.5.6.1. Caracteristicas.

Es un bacilo Gram negativo, no fermentador, no esporulado, de unos 3 pm de
longitud por 0.5 um de didmetro, presenta flagelos polares para su locomocion que
pueden producir pigmentos fluorescentes como: Piocianina (Azul), Pioverdina,

Piorrubina y Piomelanina.

No se considera autoctona del agua, puede derivar de heces humanas y animales, su
deteccion en agua se asocia con contaminacion por descarga de aguas residuales, por
lo tanto hay una estrecha correlacion de su presencia en ambientes acudticos
contaminados y estancados. Este microorganismo crece en muy baja concentracion
de nutrientes en medio ambiente acuoso. La importancia de Pseudomonas
aeruginosa se tornd mayor cuando se comprobo su capacidad de inhibir los
coliformes, debido a la produccion de "Pseudocin", que representa el conjunto de

piocianinas con actividad antibacteriana, sobre los coliformes.

55

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

Pseudomonas aeruginosa, apreciados en el microscopio electrénico.

Fuente: Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades.Http://Www.Cdc.Gov/Spanish/

10.5.6.2. Identificacion en el laboratorio.
Crece en Agar selectivo Cetrimide, formando colonias con pigmentacion verde
azulada alrededor de las mismas, ademas presentan fluorescencia bajo luz UV (254
nm). Presentan reaccidon positiva para oxidaza, catalasa, movilidad, oxidacion de
glucosa. No fermenta carbohidratos.

10.5.6.3. Enfermedades
Es un importante patégeno oportunista y es causa de un amplio rango de infecciones,

especialmente de oidos, 0jos y piel, su control en aguas destinadas a la recreacion es

una obligacion en varios paises del mundo.
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11.- REGLAMENTO DE LA CALIDAD DEL AGUA PARA CONSUMO
HUMANO DS N° 031-2010-SA. DIRECCION GENERAL DE SALUD
AMBIENTAL -- MINISTERIO DE SALUD. LIMA —PERU 2010.

Establecen seglin la normativa vigente legal, a través de sus respectivos: Titulos,
Capitulos, Articulos y Valores Maximos Permisibles, lo cual tomamos de referencia para

la elaboracion del presente proyecto de tesis lo siguiente en él:

TITULO IX.
REQUISITOS DE CALIDAD DEL AGUA PARA CONSUMO HUMANO.

Articulo 60°.- Parametros microbiolégicos y otros organismos.

Toda agua destinada para el consumo humano debe cumplir los siguientes parametros.

Parametros Microbiologicos Y Unidad De Medida. | Limite Maximo
Otros Organismos. Permisibles.
Bacterias Coliformes Totales. UFC/100 ml a 35°C 0(*)
E. Coli. UFC/100 ml a 0(*)
44,5°C
Bacterias Coliformes Termotolerantes UFC/100 ml a 0(*)
O Fecales. 44,5°C
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Articulo 63°.- Parametros De Control Obligatorio (PCO)

Son parametros de control obligatorio para todos los proveedores de agua, los siguientes:

Valor Desinfectante Del Cloro Residual Libre (CRL) En El Agua Potable.

e 0.0mg/l - < 0.3mg/l Dosificacion minima.
e 0.3mg/l - < 0.5mg/l Dosificacion baja.

e 0.5mg/l - Dosificacion adecuada. i -5, <67, “7)

Valor Fisico Quimico Adecuado Del pH En El Agua Potable.

e pH=65-8.5

Nota.- Con respecto al valor de pH el recomendado para la accion del Cloro
Residual Libre (CRL), como un parametro adecuado de desinfeccion seguin OMS

“Organizacion Mundial para la Salud” debe hallarse entre 7.2 y 7.8.
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CAPITULO 11
MATERIALES Y METODOS

1. UBICACION DEL ESTUDIO.

- El presente trabajo de investigacion para la elaboracion de mi proyecto de tesis
se desarrollo en los ambientes del Hospital Civico Policial “Julio Pinto
Manrique”- XI DIRTEPOL — Arequipa, en donde se procedi6 a la recoleccion de

las muestras.

- El procesamiento, andlisis, identificaciones bioquimicas, y medicion de
parametros de desinfeccion de las muestras recolectadas se realizo en el
laboratorio de Microbiologia de la Universidad Catdlica de Santa Maria (H-402
y H-403), ademas debo agradecer al Dr. Oscar Murriel Pinazo por facilitar las
instalaciones del Lab. H — 401 para proseguir la investigacion de mi proyecto en

horarios de clase, durante el periodo de Mayo, Junio, Julio, y Agosto del 2012.
2. DISENO DEL ESTUDIO.

El presente trabajo de investigacion es de tipo prospectivo de

caracteristica longitudinal y descriptivo.

- Prospectivo.

Porque se obtuvo y se registrd la informacion segin se generaban los
resultados permitiéndonos la observacion de ciertas causas presumibles que avanzan

longitudinalmente en un determinado tiempo, a fin de observar sus consecuencias.
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- Longitudinal.

Porque durante el tiempo de investigacion se obtuvieron las muestras de agua
en diferentes momentos en el tiempo. Esto nos permite determinar, cambios, tendencias
o desarrollos a través del tiempo, de la contaminacién en las muestra de agua
Subterranea, Potable, y Subterranea — Potable del Hospital Civico Policial “Julio Pinto

Manrique”- XI DIRTEPOL — Arequipa.

- Descriptivo.

Porque se estimo la magnitud expresada en la presencia y caracteristicas de la
contaminacion bacteriologica, en el agua Subterranea, Potable, y Subterranea —
Potable del Hospital Civico Policial “Julio Pinto Manrique”- XI DIRTEPOL -
Arequipa.

3. OTROS INDICADORES DEL ESTUDIO.

- Area General: Ciencias de la salud

—  Area Especifica: Farmacia y Bioquimica

- Especialidad: Microbiologia,

- Linea o Topico: Contaminacion bacteriologica.

- Tipo De Investigacion:  De campo y de laboratorio.

4. UNIDADES DE ESTUDIO.

- Agua Subterranea.
- Agua Potable.

- Agua Subterranea — Potable.
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5. CRITERIOS DE ESTUDIO.

5.1 Criterios de inclusion.

a) Agua subterranea del primer acuifero del sub suelo. (Pozo)
b) Contenedor de agua potable (Entrepiso 2do y 3ero)

¢) Contenedor de agua Subterranea — Potable (Azotea 7 piso)

5.2 Criterios de exclusion.

a) Pozos de agua subterranea del primer acuifero del sub suelo, de otras
ubicaciones cercanas.

b) Contenedor y suministros red hidrica de agua potable de otras ubicaciones
cercanas.

¢) Red hidrica que suministra el agua Subterranea — Potable a distintos puntos del

hospital para uso diario.

- Nota.- Con respecto al punto “C” en los criterios de exclusion, no se tomo
en consideracion los puntos de suministro del agua Subterranea — Potable
del hospital, porque de hallarse contaminacion bacteriologica en el
contenedor de la misma, segin valores expresados en el Reglamento DS N°
031-2010-SA. (ANEXO N*30), dicha agua destinada para su uso ya se hallaria
con indicadores bacterioldgicos lo que la haria no apta para su uso potable.

6. MATERIALES.

6.1 Materiales de laboratorio.

6.1.1. Instrumentos y equipos.
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6.2.2. Materiales de vidrio y plastico.

- Autoclave EASTERN.

- Balanza Analitica Con Sensibilidad de “SCOUT PLUS”.
0.1mg.

- Bomba De Vacio De Alto “M.E”

Rendimiento con poder de succion no

mayor a 15psi. (Unidades De Presion).

Cabina de seguridad bioldgica.

“ESCO MOD: IBC 61010 —1".

Cocina Eléctrica.

Equipo de filtracion. (Anexo N°28)

“MILLIPORE FILTER

HOLDER De 47 mm DE
DIAMETRO”.
- Estufa incubadora. “BM — CLIMATEC”.
- Fotometro digital para la “HANNA INSTRUMENTS

Cloro Residual
Libre (CRL). (Anexo N° 25)

determinaciéon de

MODELO HI-701”

Horno de esterilizacion.

“FANEN MOD: 31558.

- Léampara UV de 254nm. “LAMAG”.

- Mechero bunsen. | s

- Membranas de celulosa estériles de “PALL CORPORATION

0.45pm de diametro de poros. METRICEL 47 mm DE

DIAMETRO”.

- Microscopio. “BELTEC MOD: 020446.

- ph metro digital. (Anexo N°27) “HANNA INSTRUMENTS
MOD: 1207”.

- Refrigeradora “BOSCH MOD: KDN 43”.

- Baguetas.

- Frascos de vidrio con tapa rosca de 45 ml.

- Frascos de vidrio ambar con tapa rosca de 80 ml.
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- Frascos de vidrio de 1000ml.
- Laminas portaobjetos.

- Matraces de 150 ml.

- Matraz kitasato de 500 ml.

- Pipetas de 0.5ml, 1 mly 5 ml.
- Placas Petri de 100 x 15 mm.
- Probetas de 50 ml.

- Tubos 13 x 100 mm.

- Frascos de plastico con tapa rosca de 100ml.

6.2.3. Otros materiales.

- Algodon, gasa y pabilo.

- Barbijos descartables.

- Espétula

- Frascos de polietileno de 100ml estériles.
- Gotero

- Gradilla.

- Guantes de latex y Gorros de laboratorio.
- Hisopos de madera estériles.

- Mandil o guardapolvo.

- Mechero de ron.

- Nailon de 0.70mm y de 20kg de resistencia
- Pinzas.

- Pisetas con agua destilada.

- Papel kraft.

- Soportes Universales

- Tripodes.

6.2.4. Reactivos.
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- Cloruro de Sodio.

- Glicerina.

- Glucosa.

- Perdxido de hidrogeno de 10 volumenes.

- Reactivos para Cloro Residual Libre por 100 unidades (Modelo HI93701-0).
HANNA INSTRUMENTS. (Anexo N° 26)

- Reactivo de kovacs.

- Reactivo Rojo de Metilo.

- Reactivo a — naftol.

- Reactivo KOH

- Reactivos para Tincion Gram. (Cristal violeta, lugol, alcohol acetona, safranina).

- Tiosulfato de sodio.

- Urea.

— Aceite de inmersion.

6.2.5. Medios de cultivo microbiolégico.

A. Caldo BHI (Al 5% de CINa). HIMEDIA. (Anexo N°I).
B. Caldo BHI (Al 6.5% De CINa) HIMEDIA. (Anexo N°2).
C. Agar Cetrimide. CRITERION. (Anexo N°3).
D. Agar Citrato de Simmons. MERCK. (Anexo N°4).
E. Agar EMB (Eosina Azul de Metileno). MERCK. (Anexo N°5).
F. Agar LIA (Hierro Lisina Agar). MERCK. (Anexo N°6).
G. Agar Manitol Salado. MERCK. (Anexo N°7).
H. Caldo MRVP (Rojo de Metilo Voges Proskauer). MERCK. (Anexo N°8).
I. Medio O-F (Medio Basal De Hugh Y Leifson). MERCK. (Anexo N°9).
J. Agar Base Sangre. MERCK. (Anexo N°10).
K. Agar Sulfato De Bismuto. MERCK. (Anexo N°11).
L. Medio SIM(Sulfuro - Movilidad — Indol). ACUMEDIA.  (Anexo N°12).
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M. Agar KF. MERCK. (Anexo N°13).

N. Agar TSI (Triple Azticar Hierro). MERCK. (Anexo N°14).

0. Agar Urea. MERCK. (Anexo N°15).

P. Agar VRBA (Agar Biliado — Rojo Neutro — MERCK. (Anexo N°16).
Cristal Violeta).

7. METODOS. (Teniendo en cuenta referencia Bibliografica I “3”, “8”, “11”)

7.1 Métodos para la evaluacion bacteriologica del Agua Potable, Subterranea, y

Subterranea -- Potable.

7.1.1. Recoleccion de 1a muestra.

A. De los envases.

Se utilizaron envases de vidrio rotulados de 1000ml de capacidad, con tapa rosca
previamente esterilizados a calor seco y a condiciones adecuadas, (Anexo N° 19) ademas,
frascos estériles de plastico con tapa rosca de 100ml de capacidad, para el aislamiento

posterior de la muestra homogenizada.

B. De la toma de muestra.

En la correcta recoleccion de nuestra muestra de agua Subterranea, Potable, y
Subterranea — Potable, se tomo en consideracion los siguientes criterios de muestreo, a

fin de obtener posteriormente el analisis de resultados confiables.

B.1 Muestreo de agua subterranea.

Esté se halla siguiendo su cauce natural por debajo del Hospital Civico Policial
“Julio Pinto Manrique”- XI DIRTEPOL — Arequipa, en el distrito de Cayma, proviene

de la napa freética del sub suelo de la zona superior acuifera de la tierra, la cual es
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extraida por un equipo de bombed adecuado a mas de 38m de profundidad, y es
aprovechada para minimizar costos, y que el hospital cuente con el servicio las 24hrs del

dia en caso de algun percance de fuerza mayor.

a) Para recolectar dicha muestra debemos tener en cuenta la fuerza del caudal del
agua Subterranea, puesto que asi tomaremos una mejor muestra representativa
para fines de nuestro estudio, habiendo mencionado esto, se procede a recolectar
la muestra entre las S5am y 6am de la mafiana que es el instante de funcionamiento
del sistema de bombed del pozo, el cual se realiza de manera diaria para cubrir

las necesidades del hospital.

b) Procederemos a recolectar la muestra, abriremos la cubierta de seguridad del
pozo, y limpiaremos con sumo cuidado los alrededores del misma, para evitar
que contaminantes como tierra, hojas, etc. caigan y afecten en la calidad del agua
del pozo, tomaremos nuestro frasco de vidrio estéril rotulado de 1000ml de
capacidad, el cual ha sido sujetado a un hilo de nailon de 0.70mm y de 20kg de
resistencia, y lo descenderemos cuidadosamente por medio de la boca ancha del

pozo sin que este tropiece o choque por las paredes del mismo.
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¢) Al llegar cl frasco hasta el agua subterranca esta al poseer un caudal, llenara ¢l
frasco con nuestra muestra problema, inmediatamente después procederemos a
subir el frasco. Recordar de enjuagar el frasco recolector de 2 a 3 veces con
nuestra muestra problema Al llegar el frasco a la superficie, colocaremos la
solucion de Tiosulfato de Sodio (8), a una concentracion de 0.1 ml de solucion
al 1.8 % por cada 100 ml de muestra y procederemos a tapar y rotular el frasco,

para posteriormente realizar el correcto traslado de la muestra.

B.2 Muestreo de agua potable.

Esté llega al hospital a través del servicio de red de agua y alcantarillado de
Arequipa la cual es proporcionada por la empresa SEDAPAR, y en este caso el agua

procede de la planta de tratamiento de la TOMILLA - CAYMA. Esta agua potable se

67

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

halla contenida en un reservorio de almacenamiento ubicado entre el 2do y 3er piso del

Hospital.

a) Pararecolectar dicha muestra debemos de tener en cuenta que esta al encontrarse
en un contenedor, estd influenciada por el flujo de agua del mismo, es decir que
al llegar el agua al contenedor, esta presenta un movimiento circular rotatorio
horario, como las manecillas de un reloj, esto nos ayudara a recolectar una
muestra representativa durante el proceso del ciclo de abastecimiento del agua

del hospital, dicha muestra fue recolectada entre las 5am y 6am de la mafiana.

ny Procederemos a recolectar la muestra, subiremos por la escalera lateral del
contenedor, lo que nos dara absceso a la abertura superior del mismo, tomaremos
nuestro frasco de vidrio rotulado estéril de 1000ml de capacidad, el cual ha sido
sujetado a un hilo de nailon de 0.70mm y de 20kg de resistencia, y trataremos
de colocarlo en la parte media del contenedor, a una altura de la mitad del mismo
para que el flujo circular del agua no cause interferencia con la recoleccion de

una muestra representativa. (i-s-12).
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¢) Recordar de enjuagar el frasco recolector de 2 a 3 veces con nuestra muestra
problema .Al recuperar nuestro frasco de vidrio estéril de 1000ml de capacidad,
del interior del contenedor, realizaremos el afiadido de la solucion de Tiosulfato
de Sodio, a una concentracion de 0.1 ml de solucion al 1.8 % por cada 100 ml
de muestra y procederemos a tapar y rotular el frasco, para posteriormente

realizar el correcto traslado de la muestra.

B.3 Muestreo del agua Subterranea - Potable.

Este tipo de muestra es el resultado de mesclar el agua subterranea de la napa

freatica del sub suelo de la zona superior acuifera de la tierra con el agua potable
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procedente de la planta de tratamiento de la TOMILLA — CAYMA, para abastecer en
las actividades de uso diario del Hospital Civico Policial “Julio Pinto Manrique”- XI
DIRTEPOL — Arequipa, estd agua Subterranea — Potable se halla contenida en un
reservorio de almacenamiento ubicado en el 7mo piso en la azotea del mismo del

Hospital.

a) Para recolectar dicha muestra debemos de tener en cuenta que esta al encontrare
en un contenedor, estd influenciada por la fuerza del llenado del mismo, es decir
que al llegar el agua al contenedor, esta presenta un movimiento circular rotatorio
horario, como las manecillas de un reloj, esto nos ayudara a recolectar una
muestra representativa durante el proceso del ciclo de abastecimiento del agua

del hospital, dicha muestra fue recolectada entre las Sam y 6am de la mafana.

b) Procederemos a recolectar la muestra, subiremos por la escalera lateral del
contenedor, lo que nos dara absceso a la abertura superior del mismo, tomaremos
nuestro frasco de vidrio rotulado estéril de 1000ml de capacidad, el cual ha sido
sujetado a un hilo de nailon de 0.70mm y de 20kg de resistencia, y trataremos de
colocarlo en la parte media del contenedor, a una altura de la mitad del mismo
para que el flujo circular del agua no cause interferencia con la recoleccion de

una muestra representativa.
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¢) Recordar de enjuagar el frasco recolector de 2 a 3 veces con nuestra muestra
problema. Al recuperar nuestro frasco de vidrio estéril de 1000ml de capacidad,
del interior del contenedor, realizaremos el afiadido de la solucion de Tiosulfato
de Sodio, a una concentracion de 0.1 ml de solucion al 1.8 % por cada 100 ml
de muestra y procederemos a tapar y rotular el frasco, para posteriormente

realizar el correcto traslado de la muestra.

_\ Tiosul ®ate
I A DE SoDA0.
4.8 %
C.- Del muestreo.
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Se analizaron un total de 28 muestras simples, incluyendo 84 sub ensayos
individuales, en los lugares de recoleccion anteriormente mencionados, segun el tipo de
agua a considerar en nuestro estudio, y teniendo como referencia en el caso del Agua
Subterrdnea su origen, y en caso de Agua Potable, su lugar y condiciones de
almacenamiento, de las cuales tendremos asi una perspectiva mas amplia de la
generacion de un nuevo punto de recoleccion a tomar en cuenta que vendria a constituir
el acoplo del Agua Subterranea — Potable, en un tercer contenedor, que a la vez tiene
condiciones semejantes de almacenamiento al agua potable, pero sin ningun tratamiento
especifico de desinfeccion, la cual es utilizada en las actividades de uso diario del
Hospital Civico Policial “Julio Pinto Manrique”- XI DIRTEPOL — Arequipa.

Se recolectaron las muestras durante un periodo de 4 meses con dos grupos de muestreo
Grupo I. (Mayo. Junio), Grupo II. (Julio, Agosto), entre las Sam y 6am, todas ellas

como se muestra en el siguiente cuadro:
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CUADRO A.

Muestreos para el control bacteriologico del agua Subterranea — Potable Hospital

Civico Policial “Julio Pinto Manrique”- XI DIRTEPOL — Arequipa.

Periodo. Tipo De Muestra Utilizada En ml.
Nimero De N* De
Controles. Muestreo. Fecha. Mes. Agua Subterranea. | Agua Potable. | Agua Subterrinea -
Potable.
1 7 Mayo. 100ml. 100ml. 100ml
2 11 Mayo. 100ml. 100ml. 100ml
3 14 Mayo. 100ml. 100ml. 100ml
4 17 Mayo. 100ml. 100ml. 100ml
5 21 Mayo. 100ml. 100ml. 100ml
C1. 6 24 Mayo. 100ml. 100ml. 100ml
7 28 Mayo. 100ml. 100ml. 100ml
8 1 Junio. 100ml. 100ml. 100ml
Grupo I 9 4 Junio. 100mL. 100mL. 100ml
10 7 Junio. 100ml. 100ml. 100ml
11 11 Junio. 100ml. 100ml. 100ml
12 14 Junio. 100ml. 100ml. 100ml
13 18 Junio. 100ml. 100ml. 100ml
C2. 14 21 Junio. 100ml. 100ml. 100ml
15 2 Julio. 100ml. 100ml. 100ml
16 5 Julio. 100ml. 100ml. 100ml
17 9 Julio. 100ml. 100ml. 100ml
18 12 Julio. 100ml. 100ml. 100ml
Cl. 19 16 Julio. 100ml. 100ml. 100ml
20 19 Julio. 100ml. 100ml. 100ml
21 23 Julio. 100ml. 100ml. 100ml
22 6 Agosto. 100ml. 100ml. 100ml
Grupo I1. 23 9 Agosto. 100ml. 100ml. 100ml
24 13 Agosto. 100ml. 100ml. 100ml
25 16 Agosto. 100ml. 100ml. 100ml
26 20 Agosto. 100ml. 100ml. 100ml
27 23 Agosto. 100ml. 100ml. 100ml
C2. 28 27 Agosto. 100ml. 100ml. 100ml
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- Nota.- (Del tipo de muestra Utilizada en ml), del CUADRO A. Es la cantidad
que se utilizo para hallar los indicadores del control bacteriologico del Agua
Subterranea, Potable, y Subterranea — Potable Hospital Civico Policial “Julio
Pinto Manrique”- XI DIRTEPOL — Arequipa, por el Método De Filtracion Por

Membrana.

D.- Del transporte de la muestra. (Teniendo en cuenta referencia Bibliografica “3, “19”)

Para el traslado apropiado de las muestras recolectadas estas deben ser protegida
de los rayos UV, luz visible, y variaciones de temperaturas, esto se consigue utilizando
recipientes isotérmicos refrigerados, con bolsas de hielo gel, estableciendo una T° de 6°C

— 10%C para un perfecto acondicionamiento de la muestra.

7.1.2. Procesamiento de muestras. (Teniendo en cuenta referencia Bibliografica I “3”, “8”; “9”)

7.1.2.1. Método de filtracion por membrada para la determinacion cualitativa

de indicadores bacteriolégicos.

a) Procederemos a distribuir las muestras agua de los frascos de vidrio de 1000ml,
a frascos de plastico estériles de 100ml, dicho volumen es lo que se usara para

el andlisis bacterioldgico, a través del Método De Filtracion Por Membrana,
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recordando realizar la reparticion de la muestra de una forma correcta para evitar
su contaminacion (19), en ocasiones el agua de pozo suele tener interferentes, lo
cual no deberia suceder, pero en esa posibilidad procederemos a filtrarla con gasa

estéril la cual retendrd los interferentes pero no las bacterias.

b) Se procedera al ensamblado el equipo de filtracion por membrana previamente
esterilizado (porta filtros, embudo, (aNEx0 28)), matraz kitasato, conectando la
bomba de vacio de alto rendimiento, al equipo de filtracion, se utilizaron
filtros de membrana de celulosa estériles con un poro de 0,45 pm (ANEXO 28),

que retienen las bacterias, en su superficie.

c) Con ayuda de unas pinzas lisas de naturaleza no dentada, esterilizadas al calor,

se retiro la membrana estéril de 0,45 pm (Anexo N° 29) de su empaque original, y
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se procedié a colocarla en el porta filtro estéril (parte inferior), (Anexo N° 29),
unido al matraz kitasato, para posteriormente enroscar la parte superior del porta

filtro (embudo), homogenizando vigorosamente los 100ml de muestra a filtrar.

d) Procederemos a verter en el embudo del equipo de filtracion los 100ml de nuestra,
para posterior mente encender la bomba de vacio la cual no debe exceder los 15
psi de fuerza, y asi hacer circular la muestra del embudo hacia el matraz kitasato,
pasando por la membrana de celulosa de 0,45 um, quedando en ella retenidas las

bacterias a analizar.

e) Luego se procedio a desenroscar el embudo del equipo porta filtro y a retirar la
membranade celulosa, con una pinza estéril y fue depositada en un frasco
que contiene caldo de enriquecimiento BHI (Anexo N° 1), preparado previamente.
Este caldo una vez preparado se puede guardar en refrigeracion y protegido de
la luz hasta el momento de utilizarlo, sin exceder mas de dos semanas.

Seguidamente envolvemos los frascos rotulados e incubamos el caldo de
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enriquecimiento BHI (Anexo N° 1), a 37°C durante 24 horas en la estufa de

incubacion. Se repitié el mismo proceso para las demas muestras.

f) Se observo el enturbiamiento de los caldos BHI, lo que indica crecimiento
bacteriano. El resultado obtenido es cualitativo, expresandose en ausencia o
presencia de los Indicadores Bacteriologicos en 100 ml de muestra.
Posteriormente se realizo la siembra de las muestras con un asa de kolle, en
medios selectivos para cada uno de los Indicadores Bacteriologicos en

estudio; los agares utilizados fueron:

- Agar Cetrimide. (Anexo N°3).
- Agar EMB (Eosina Azul de (Anexo N°5).
Metileno).
- Agar Manitol Salado. (Anexo N°7).
- Agar Base Sangre. (Anexo N°10).
- Agar Sulfato De Bismuto. (Anexo N°11).
- Agar KF. (Anexo N°13).
Caldo BHI + Membrana |- Agar VRBA (Agar Biliado — | (Anexo N°16).
De Celulosa. Rojo Neutro — Cristal
(Crecimiento Positivo). Violeta).
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7.1.2.2. Identificacion de Coliformes Fecales.

Sembraremos en agar selectivo VRBA (Anexo 16) y se incuba a 44°C durante
24 horas. Posteriormente se observa el crecimiento y la morfologia de las colonias
en el agar selectivo VRBA, siendo estas colonias lactosa positivo, de coloracion rosa -
purpura; seguidamente se realiza una tincion Gram a 100X (Anexo N°18), observandose

bacilos Gram negativos. (Teniendo en cuenta referencia Bibliogréfica I “24, 28, 30”)

A. Agar Citrato de Simmons. (Anexo N°4).
B. Agar LIA (Hierro Lisina Agar). (Anexo N°6).
C. Caldo MRVP (Rojo de Metilo Voges Proskauer). (Anexo N°8).
D. Medio SIM (Sulfuro - Movilidad — Indol). (Anexo N°12).
E. Agar TSI (Triple Aztcar Hierro). (Anexo N°14).
F. Agar Urea. (Anexo N°15).

Se siembra en los siguientes medios de cultivo para las pruebas de
identificacion bioquimica y para la identificacion de las especies de este grupo,

se utilizan las tablas de identificacion bioquimica. (Anexos N° 20, 21)

7.1.2.3. Identificacion Escherichia coli.
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A. B. C. D. E. F.

Se siembra en agar selectivo EMB (Anexo5) y se incuba a 44°C durante
24 horas. Posteriormente se observa el crecimiento y la morfologia de las colonias
en el agar selectivo EMB, siendo estas colonias lactosa positivo, con brillo metalico
verdoso, caracteristico de estd especie, seguidamente se realiza una tincion
Gram a 100X, (Anexo N°18) observandose bacilos Gram negativos y se siembra en

los siguientes medios de cultivo para las pruebas de identificacion bioquimica. (Teniendo

en cuenta referencia Bibliografica I <24, 28, 30”)

Para la identificacion de las especies de este grupo, se utilizan las tablas

de identificacion bioquimica. (Anexos N° 20, 21)
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7.1.2.4. Identificacion Enterococcus faecalis.

Sembraremos en agar selectivo KF (Anexo 15) y se incuba a 37°C durante 24 horas.
Posteriormente se observa el crecimiento y la morfologia de las colonias en el agar
selectivo Estreptococos KF, siendo estas, puntiformes y de una coloracion
amarillenta; seguidamente se realiza una tincion Gram a 100X, (Anexo N°18)

observandose cocos Gram positivos en pareja. (Teniendo en cuenta referencia Bibliografica I “24, 28,
30”)

Luego se procede a realizar la prueba de la catalasa, siendo catalasa negativa
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y seguidamente se siembra en caldo BHI + CINa 6.5 % (Anexo 2), el

enturbiamiento del medio nos indica, resultado positivo para Enterococcus faecalis.
(Anexo N° 22)

RX. Catalasa. BHI + CINa 6.5%

7.1.2.5. Identificacion Salmonella spp.

Procederemos a sembrar en agar selectivo Sulfito Bismuto (Anexo 11) y se incuba
a 37°C durante 24 horas. Posteriormente se observa el crecimiento y la morfologia de
las colonias en el agar selectivo Sulfito Bismuto, siendo estas colonias de coloracion
negra debido a la produccion de sulfuro de hidrogeno, seguidamente se realiza una

tincion Gram a 100X (Anexo 18), observandose bacilos Gram negativos. (Teniendo en cuenta

referencia Bibliografica I “24, 28, 30”)

Posteriormente en caso de resultado positivo se procede a sembrar en los

siguientes medios de cultivo para las pruebas de identificacion bioquimica:
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A. Agar Citrato de Simmons. (Anexo N°4).
B. Agar LIA (Hierro Lisina Agar). (Anexo N°6).
C. Caldo MRVP (Rojo de Metilo Voges Proskauer). (Anexo N°8).
D. Medio SIM(Sulfuro - Movilidad — Indol). (Anexo N°12).
E. Agar TSI (Triple Aztcar Hierro). (Anexo N°14).
F. Agar Urea. (Anexo N°15).

7.1.2.6. Identificacion Staphylococcus aureus.

Se siembra en Agar Base Sangre (Anexo 10) y agar Manitol Salado (Anexo 7),

luego se incuban ambos a 37°C durante 24 horas. (Teniendo en cuenta referencia Bibliografica 1 “24,

28,307)

A. Agar Base Sangre: Se observa el crecimiento y la morfologia de las colonias,

y el tipo de hemdlisis presente (a, B, V).

B. Agar Manitol Salado: Se observa el crecimiento y la morfologia de las

colonias, también la degradacion de manitol que se hace evidente al
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producirse un cambio de color del indicador, virando al color amarillo.

N

A. B.

C. Luego se realiza una tincion Gram a 100X (Anexo 18), observandose cocos
Gram positivos en forma de racimos; seguidamente se realiza la prueba de la
catalasa, siendo catalasa positiva y posteriormente se siembra en medio O-F
(Anexo 10), para observar la oxidacion y/o fermentacion de glucosa, finalmente
se realiza la prueba de la coagulasa, dando como resultado coagulasa positiva,

prueba confirmatoria para Staphylococcus aureus.

7.1.2.7. Identificacion Pscudorriorias aerugirosd.

Se siembra en agar selectivo Cetrimide (Anexo3), y se incuba a 37°C durante
24 horas. Posteriormente se observa el crecimiento y la morfologia de las colonias

en el agar selectivo Cetrimide, presentando estds colonias pigmentacion azul -
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verdosa, debido a la produccion de piocianinas; seguidamente se realiza una

tincion Gram a 100X (Anexo 18), observandose bacilos Gram negativos. (Teniendo en

cuenta referencia Bibliografica I “24, 28, 30™)

Ademés se siembra en los siguientes medios de cultivo para las pruebas de

identificacion bioquimica.

A. Agar Citrato de Simmons. (Anexo N°4).
B. Agar LIA (Hierro Lisina Agar). (Anexo N°6).
C. Medio O —F. (Anexo N°10).
D. Medio SIM (Sulfuro - Movilidad — Indol). (Anexo N°12).
E. Agar TSI (Triple Aztcar Hierro). (Anexo N°14).

A. B. C. D. E.

Ademas se realiza la observacion de las colonias bajo luz ultravioleta a 254nm
para observar la fluorescencia, debido a la fluoresceina que presenta esta especie. Para
la identificacion de estd especie bacteriana, se utilizan las tablas de

identificacion bioquimica. (Anexo N° 24)
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7.2 METODO PARA LA DETERMINACION DE CLORO RESIDUAL
LIBRE (CRL) Y pH. (Teniendo en cuenta referencia Bibliografica I 3,8, 117 II “8, 5, 9”)

7.2.1. Recoleccion De Las Muestras.

A. De Los Envases:

Se utilizaron frascos de vidrio de 1000ml de capacidad y envases estériles de
plastico con tapa rosca de 100ml de capacidad (en este caso le llamaremos estéril por
no poseer residuos, sustancias, particulas de origen quimico), para el posterior

aislamiento y medicion de datos.

B. De La Toma De Muestra.

Se recolectaron las muestras teniendo en cuenta los siguientes conceptos y

ubicaciones:

B.1 Muestreo De Agua Subterranea: Proviene de la napa freatica del sub suelo
de la zona superior acuifera de la tierra, la cual es extraida por un equipo de

bombeo adecuado a mas de 38m de profundidad.

85

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

[}
TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

Ubicacién: Pozo del Hospital Civico Policial “Julio Pinto Manrique”- XI

DIRTEPOL — Arequipa, en el distrito de Cayma

B.2 Muestreo De Agua Potable; Llega al hospital a través del servicio de red
de agua y alcantarillado de Arequipa la cual es proporciona por la empresa
SEDAPAR, y en este caso el agua procede de la planta de tratamiento de la
TOMILLA - CAYMA.

Ubicacion: Reservorio de almacenamiento, entre el 2do y 3er piso del Hospital
Civico Policial “Julio Pinto Manrique”- XI DIRTEPOL — Arequipa, en el distrito
de Cayma.

B.3 Muestreo Del Agua Subterranea - Potable: Este tipo de muestra es el
resultado de mesclar el agua subterranea de la napa freatica del sub suelo de la
zona superior acuifera de la tierra con el agua potable procedente de la planta de

tratamiento de la TOMILLA — CAYMA,

Ubicacion: Reservorio de almacenamiento, del 7mo piso del Hospital Civico
Policial “Julio Pinto Manrique”- XI DIRTEPOL — Arequipa, en el distrito de

Cayma.

Nota 1.- Con respecto al tipo de muestra de los puntos A, B, C, se realizo el
muestreo de forma simple (Se toma la muestra en un sitio determinado y una sola
vez).

Nota 2.- Ademds los pasos a seguir en la toma muestra, se siguieron los

anteriormente mencionados para el andlisis de Métodos Para La Evaluacion

Bacteriologica Del Agua Potable, Subterrdnea, y Subterranea Potable. (Pag), para

86

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

cada lugar de muestro especifico, con la diferencia que en este tipo de analisis de
propiedades fisico quimicas, se obvia el afadir el tiosulfato de sodio a
concentracion de 1.8%, Puesto que la adicion de tiosulfato sédico altera los

valores de conductividad de la muestra.

C. Del Muestreo.

Se recolectaron las muestras durante un periodo de 4 meses con dos grupos de
muestreo Grupo I. (Mayo. Junio), B. (Julio, Agosto), entre las Sam y 6am, todas ellas

como se muestra en el siguiente cuadro:
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CUADRO B.

Muestreos Para La Medicién De Cloro Residual Libre (CRL) Y De pH, del agua
Subterranea, Potable, Y Subterranea — Potable Hospital Civico Policial “Julio

Pinto Manrique”- XI DIRTEPOL — Arequipa.

Periodo. Tipo De Muestra Utilizada En ml.
Agua

Subterranea -

Numero De N*De Agua Subterrinea. Agua Potable. Potable.

Controles. Muestreo. Fecha. Mes.
CRL. pH. CRL. pH. CRL. pH.
1 7 Mayo. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
2 11 Mayo. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
3 14 Mayo. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
4 17 Mayo. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
5 21 Mayo. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
24 Mayo. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
Grupo
A. C2. i 28 Mayo. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
8 1 Junio. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
9 4 Junio. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
10 7 Junio. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
11 11 Junio. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
12 14 Junio. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
13 18 Junio. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
Cl1. 14 21 Junio. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
15 2 Julio. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
16 5 Julio. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
17 9 Julio. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
18 12 Julio. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
19 16 Julio. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
20 19 Julio. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
Grupo
B. Cl1. 21 23 Julio. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
22 6 Agosto. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
23 9 Agosto. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
24 13 Agosto. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
25 16 Agosto. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
26 20 Agosto. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
27 23 Agosto. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
C2. 28 27 Agosto. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml. 10ml. 50ml.
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- Nota 1.- (Del tipo de muestra Utilizada en ml), del CUADRO B. es la cantidad
que se utilizo para hallar la Medicion De Cloro Residual Libre (CRL) mediante
el uso del FOTOMETRO MODELO H - 701 HANNA INSTRUMENTS
(ANEXO 25), Y Del pH mediante el uso del pHmetro digital HANNA
INSTRUMENTS MOD: 1207, (ANEXO 27), para el agua de Pozo, Potable e
Subterranea — Potable Hospital Civico Policial “Julio Pinto Manrique”- XI

DIRTEPOL — Arequipa.

7.2.2. Procesamiento De Muestras.

7.2.2.1. Determinacion De Cloro Residual Libre (CRL). (Teniendo en cuenta referencia
Bibliografica I “3,8, 11”11 “8,5,97)

Para la medicion de Cloro Residual Libre (CRL), se analizo cada muestra por
separado de tres lugares diferentes, conteniendo el agua Subterranea, Potable, Y
Subterranea — Potable, (Tipo De Muestra Simple), cada una de ellas se analizo de la

siguiente manera:

a) Procederemos a retirar el estuche del fotometro digital, y hacer el respectivo
enjuagado de las cubetas de 10ml con agua desionizada, ademas de la limpieza y
secado de las paredes exteriores con gasa, para posteriormente a partir de la
muestra simple homogenizada, contenida en nuestros frascos de polietileno de
100ml, proceder a llenar la Cubeta C1 del fotometro digital, modelos H - 701
HANNA INSTRUMENTS (ANEXO 25), con 10 ml de muestra.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
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b) La Cubeta Cl denominada la del Blanco de la muestra,. Es introducida al
fotometro digital, para luego cerrar la cubierta del medidor y presionar el botoén
STAR, y asi medir el blanco de nuestro lugar de muestreo. Recordar que cuando
la pantalla del fotometro digital este parpadeando significa que se esta realizando
la lectura, por lo cual no se deber abrir la cubierta del mismo hasta que este deje

de parpadear.

|

¢) En la cubeta C2 colocaremos también 10ml de muestra y a estd afiadiremos el
reactivo para determinacion de Cloro Residual Libre (CRL). (Anexo 26),
agitaremos la misma hasta la total disolucion del reactivo, y introduciremos la
cubeta al fotometro digital, cuando este solicite la C2 esto sucede inmediatamente
después que la pantalla del fotometro deje de parpadear después de analizar la
cubeta C1 conteniendo el Blanco de la muestra, procederemos a cerrar la cubierta
del fotometro, y este nuevamente comenzara a realizar la lectura de datos

dandonos los resultados de Cloro Residual Libre (CRL) en ppm.
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- Nota.- El procedimiento se realizd, guiandose segun manual de uso y
instrucciones del Fotometro Digital modelo: H - 701 HANNA INSTRUMENTS
(ANEXO 25).

7.2.2.2. Determinacion de pH. (Teniendo en cuenta referencia Bibliografica I “3, 8, 11”11 “8,5,9”)

Para la determinacion De pH, se analizo cada muestra por separado de tres
lugares diferentes, conteniendo el agua Subterranea, Potable, Subterranea — Potable,

(Tipo De Muestra Simple), cada una de ellas se analizo de la siguiente manera:

a) Procederemos a retirar el estuche del pHmetro digital modelo HANNA
INSTRUMENTS MOD: 1207, (ANEXO 27), encendiéndolo para realizar el
enjuagado con agua desionizada, y secado con gasa, de la celda, en forma de
cilindro, que se pone en contacto con la sustancia a medir que es la muestra
simple homogenizada, contenida en nuestros frascos de polietileno de 100ml.
(Para verificar el funcionamiento del equipo se realizara la calibracion de este

en una solucion buffer antes de la lectura del pH de cualquier muestra)
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b) De nuestros frascos de polietileno de 100ml, colocaremos 50ml de muestra
problema en un matraz de 100ml, previamente enjuagado con agua desionizada,
para posteriormente introducir la celda cilindrica del pHmetro digital, y asi

obtener la lectura del pH, para su posterior registro.

- Nota.- El procedimiento se realizd, guidndose segin manual de uso y
instrucciones, del pHmetro digital HANNA INSTRUMENTS MOD: 1207,
(ANEXO 27).

8. METODO ESTADISTICO.
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Para el analisis y interpretacion de los datos, obtenidos durante la

investigacion, se utilizo estadistica descriptiva.

La estadistica descriptiva permite organizar y clasificar los indicadores
cuantitativos y cualitativos obtenidos en una medicion, revelandose a través de ellos
las propiedades, relaciones y tendencias del fenomeno, que en muchas ocasiones
no se perciben de manera inmediata. Las formas mas frecuentes de organizar la
informacion es mediante tablas de distribuciéon de frecuencias, graficos, y las
medidas de tendencia en casos de usar métodos cualitativos, el estudio la tendencia
porcentual es la mas importante sobre los resultados de obtenidos en niimero de veces

positivos o negativos.
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CAPITULO III
RESULTADOS Y DISCUSIONES

1. RESULTADOS.

Identificacion De Indicadores Bacteriologicos.
1.1 Coliformes totales.

1.1.1 Enterobacter aerogenes.
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1.1.2

Agar VRBA: Coloracion de Agar TSI: A/A+- Agar LIA: K/K-
Lactosa positivo. Gram. Bacilos -Lactosa: Positivo. -Lisina: Positiva.
(Colonias rosa Gram Negativos a -Glucosa: Positivo. -Descarboxilasa:
purpura) 100X. -Co2: Positivo. Positiva.
-H2S: Negativo. -Desaminasa:
Negativo.

-H2S: Negativo.

Medio SIM: Caldo MRVP:
-H,S: Negativo. A. Rojo De Metilo: Agar Citrato de Agar Urea:
-Indol: Negativo. Negativo. Simmons: -Negativo.
-Movilidad: Positivo. | g Voges Proskauer: -Positivo.
Positivo.
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1.1.2 Enterobacter cloacae.

UNIVERSIDAD

CATOLICA

DE SANTA MARIA

Agar VRBA:
Lactosa positivo
(Colonias rosa

purpura)

Coloracion de Gram.
Bacilos Gram
Negativos a
100X.

Agar TSI: A/A-

-Lactosa: Positivo.
-Glucosa: Positivo.

-Co2: Positivo.
-H2S: Negativo.

Agar LIA: K/A-
-Lisina: Negativa.
-Descarboxilasa:
Negativa.
-Desaminasa:
Negativo.
-H2S: Negativo.

Medio SIM:
-H2S: Negativo.

-Indol: Negativo.

-Movilidad:
Positivo.

Caldo MRVP:
A Rojo De Metilo:
Negativo.

B Voges
Proskauer:
Positivo.

Agar Citrato de
Simmons:
-Positivo.

Agar Urea:
Positivo a las 48
horas.
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1.1.3

Klebsiella pneumoniae.

UNIVERSIDAD

CATOLICA

DE SANTA MARIA

Agar VRBA: Agar TSI: A/A +- | Agar LIA: K/K-
Lactosa Positivo | Celeracionde Gram. |y ,ct04q: Positivo. | -Lisina: Positiva.
(Colonias Rosa Sacilos g -Glucosa: -Descarboxilasa:

Purpura De Nefgt(g(os 3 Positivo. Positiva.
Aspecto Mucoide) ' -Co2: Positivo. -Desaminasa:
-H2S: Negativo. Negativo.

-H2S: Negativo.

Caldo MRVP:

Medio SIM:
-H2S: Negativo. | A Rojo De Metilo: | Agar Citrato de Agar Urea:
-Indol: Negativo. Negativo. Simmons: -Positiva las 48
-Movilidad: B Voges -Positivo. horas.
Negativo. Proskauer:
Positivo.
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1.2 Coliformes fecales.

1.2.1 Escherichia coli.

Agar TSI: A/A+- Agar LIA: K/K-
Agar EMB: Lactosa | Coloraciéon de Gram. | _[actosa: Positivo. -Lisina: Positiva.
Positivo (Colonias Bacilos Gram -Glucosa: Positivo. -Descarboxilasa:
Purpuras Con Negativos a -Co2: Positivo. Positiva.
Apreciacion De 100X. -H2S: Negativo. -Desaminasa:
Brillo Metalico) Negativo.
-H28S: Negativo.

Medio SIM: Caldo MRVP:
-H2S: Negativo. A Rojo De Metilo: Agar Citrato de Agar Urea:
-Indol: Positivo. Positivo Simmons: -Negativa.
-Movilidad: Positivo. | B Voges Proskauer: -Negativo.
Negativo.
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1.2.2 Escherichia coli.
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Agar VRBA:
Lactosa Positivo
(Colonias Rosa

Purpura)

Coloracion de Gram.
Bacilos Gram
Negativos a
100X.

Agar TSI: A/A+-

-Lactosa: Positivo.

-Glucosa: Positivo.
-Co2: Positivo.
-H2S: Negativo

Agar LIA:
-Lisina: Positiva.
-Descarboxilasa:
Positiva.
-Desaminasa:
Negativo.
-H2S: Negativo

Medio SIM:

-H2S: Negativo. Caldo MRVP: Agar Citrato de Agar Urea:
-Indol: Positivo. | A Rojo De Metilo: Simmons: -Negativa.
-Movilidad: Positivo -Negativo.
Positivo. B Voges
Proskauer:
Negativo.
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1.2.2 Enterococcus feacalis.

Agar KF: Coloracion de Gram.
N 9 . 9 Bacil iti fi
Crecimiento positivo: Aparicion de R % 11\;)00s;n orma de Cocos a

colonias amarillas puntiformes.

Caldo BHI. Con NaC(l al 6.5%, Prueba de la Catalasa:
incubado por 24 hrs: Negativa.
Positivo.

1.3 Staphylococcus aureus.

100

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA :
DE SANTA MARIA

Agar Manitol Salado: Coloracion Gram 100x:
Crecimiento Positivo Bacilos Gram Prueba De La Catalasa:
Viraje Del Color Del (+) Apreciados Al Positiva.
Medio De Rojo A Microscopio Optico.
Amarillo.

Prueba De La Medio O-F: Agar Base Sangre:
Coasulasa: A - Aerobio: Amarillo (+). _ 3lisis.
Posgi tiva B - Anaerobio: Amarillo (+). B - hemdlisis

(Metabolismo Fermentativo).

1.4. Pseudomoma aeruginosa.
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Agar Cetrimede:

Observacion Al

Coloracion Gram

Agar TSI: K/K-

Crecimiento UV 254nm: 100x: Bacilos -Lactosa: Negativo.
Positivo Viraje Del Se aprecia la Gram -Glucosa: Positiva.
Color Del Medio fluorescencia de (-) Apreciados Al -Co2: Negativo.
De Ambar A las colonias. Microscopio
Verde. Optico.

Agar LIA: K/K-
-Lisina: Positiva. Medio O-F:
-Descarboxilasa: Medio SIM: Agar Citrato de | A Aemb(‘g Amarillo
Positiva. -H2S: Negativo. Simmons: B- Anacrobio: Verde
-Desaminasa: -Indol: Negativo -Positivo. o).
Negativo. -Movilidad: Positivo (Metabolismo
-H2S: Negativo Oxidativo).

102

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




<
<
(]
= S01
=
72 nAlnu =
el — =
w = <t
=2 v
= <C LU
200 “sajdurs SeIjSanul ap OISWNN #1-T JAI ‘OATIESAN N ‘0AT}ISOd :d
(a1qel0g — BAUEIIRIQNS ‘(a1qel0d BNSY) (eaueII21gng
% BNSY) 0sId OWl/ BAlOZV B] ap IOpauajuo)) | Jag¢ Lopg osidanug [2p Jopauajuo)) ensy) ‘ozod
g 2 d v
d d d d d d d d d d d d d d J
N N N N N N N ‘N N N N d d N q
d d d d d d d d d d d d d d \4
VIIN | €1TIN | TTIN | TTIAL | "OTIAN | "6JAL | "SIAL | "LIN | 9Nl | "SI | VN | "€IN | "TIAL | "TIAL
S0J130[0L19)oRYg
=| | =| = S el = 2| BRI Rl Q| Rl BT
a a a a = =9 =9 ey a a a a a 2 | satopedrpuj :eaed
S S S ® N N ﬁ o o o S ) )
= — = — = = = ' 2ab 2 [ Stz | S epezijeue ende
S s S s E s e | SN ShppteEy e | 2
= S| & ¢ P12 2| 2| 8| ] | | 2| © |op odyLugnenqn

*RI)SINU AP 01WNU A BYI

*TI0T 19p orung £ okeA

9p sawr T odnus) (e s9)uAIpuodsaLiod senSe dp seAnIsod se)sInu AP 0JIIWNU ‘SOIIFO[01I)deg SAI0PEIIPU] :] 01pen) ['I°T

2107 — edimbaay — TOJALIIA IX

- Onbriuey ojulg onng,, [BII0J 031AI) [€IdSO [d U OLIBIP 0SN IP [0 — BIURLINQNS A d[qe)od ‘wour.idqns enge [op sdjduars

referenciar esta tesis

sepsonui 9p Janied e ‘Hd ‘(D) 21qI'T [BNPISIY 040[D IP SAI0[BA ‘seanisod seajsonui Ip 0.J3WINU SOIISQ[0LId)IB( SIIOPRIIPU]

*SUOISNISI(]  °T

L
[=)
o
T =
o P
PG
&U
oL
o

W o
o —

En su investigacion no olvide

%)
(=)
=
-
©
=)
=
7]
@
>
=
@
%)
=)
L
=
)
=
<
o
<
n
@
=
=
=
<)
o
©
h=}
<
N
e
(=)
-
=
<
[
=
[T
<
1=
=)
=
a




omung £ 0ABIA 9P S9sdWl ‘T odnas) (e suAIPU0dsa.L10d (YD) AIqITT [BNPISAY 0.0[D) IP SAIO[BA T 01pen) ‘T I'C

REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

<
a
3 = S0t
m <t <C
n o=
A=
=2 v
S88
“(uoqA 1od sayreq) ‘widd uo sopesardxa
‘so[duurs sensonur op olownN :¥I-1 JA Uu0s TYD 9P SSUOIDIPAW SE[ 9P SOPIUS}qO SAIO[BA SO[ 3P SOPEI[NSI SO —"BION
(3198104 (9198104
— BoURLIA)QNS BN3Y) OSIJ OW/ BIJOZY B[ 9p JOPIUAU0)) en3y) 1o¢ A opg osidonuy [op Jopaudjuo)) ‘(eoue1o)qng eN3y) '0Zod
D 'd v
¢00 | €00 | 100 | 200 | 00 [ €00 | TOO|[T00|200|T100|000]|000]000]T00 D
880 | 680 | 880 | 880 | 880 | 880|880 |830[880)680|880|890]990 880 kel
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 'V
VI | €1IA | TIHA | TTIAN | "OTIN | "6JA | "8IAL | "LIN | 9N | "SI | 'PIN | "€IN | TN | "TIA .m
(T4D) 21qr1 =4
[\ e e e [\ N [\ . . ek g =]
—_ ® A — 3 & = ® ' _ = -~ - BNpISAY 0.10 8
2| 2| 2| = ale|le|lalalalalalals|l! (AL SR S e
< < < < — — o~ P 4 e = 4 £ Ip sdaofeA eaed =03
S| | §| 5| |8\ E| 5| 5|5 5 5|5 F 2 S
S| §| 5| 5| F| 5| & | S| F| 5| 5| E|c| | veemmeuvendeop g8
$ $ s S S s 5 g S £l |:k
odn £ ugnednqn ol
S @
*B1)SINUW P 0.13WNU A BYII « | A
8
=
=
10T PP 8
2]
=
<
£
S
=
©
=
b
S
]
=
=
=)
o

En su investigacion no olvide




901

UNIVERSIDAD
CATOLICA
DE SANTA MARIA

‘(919e10d — BBURLIIGNS BNSY) OSId OW/ B910ZY B 3Q JOPaUdU0) ‘I M
‘(919e310d en3y) 4o€ A opg osidauiul |9Q Jopauaiuo) ‘g m

‘(esuesua1qns endy) ‘0zod 'V |

*Z10¢ |2p ounr A oAejp ap sasa|Al Y odnuo |e s3juaipuodsaliod SOa43sanw Ap oJWNN
1 €T [4" 1T (0] 6 8 L 9 S 14 € 4 T

(4]
€0
v'0
0]
9’0
L0
80
60

*(wdd) sopiuaiqQ saJojep

mm.o mod

880 g0 880 880 880 880 880 880 880 g0 880 880

(wdd) *2.1q17 |enpisay 010[) 9p SAUOIIEIIUIIUO)

referenciar esta tesis

“Z10Z 12 orung £ oABJA] 9p SIIAl T 0dnas) [e s93udIpuodsa.riod (YD) I1qIT [eNPISIY 0.0 AP SII0[BA

T oN BOyRL)

L
=)
=
o=
=)
=
[77)
o
o
L
o=

(72}

=)

=

m

(=)

—

[7¢]

[«b}

>

£

®

(72}

(=]

L

=

)

=

5]

(&)

<

[7¢]

(5]

=

Y=

=

S

(&)

o]

=]

<

= N
(9] S
O =
p | <
7p) m
(9p] 'S
Ll <
= o
=
=
a

En su investigacion no olvide




L0T

UNIVERSIDAD
CATOLICA
DE SANTA MARIA

‘sorduis sensonwr op oJOWnN 4 I-T JA

(d198104 (919B10 €NBY) 08I IO¢
— eoURLIO)QNS BNJY) "OSIJ OUl/ BOJOZY B[ AP IOPOUIUO)) K opg osidonug [op 10pauUNUO)) ‘(eouendiqng endy) '0zod
3 = v
SL | SL | SL|SL| 9L | SL|9L|9L|SL|VL|SL|ECL]|EL]|IL D
UL | LL | LL | LL | UL | UL LL | 8L | LL|9L | LL|9L]|9L|LL d
€L | €L | €L | €L | €L | €L | €L CL | €L | CL|E€L|TL|CL|CL 'V
PIN | TIIN | TIIN | TTIANL | 'OTINL | "6IN | "SIN | "LIN | 9N | 'SIN | PN | "€IN | 'TIN | "TIN
.mﬂ
= x| = | = 4 & = | R 2| 3 K| = o | op seopea eied
o o o = & o~ & =3 =% =3 = =9 =3 & %
& | & o o e o el e | ©| 6| o Seo @
< < < = = - = 2 2 2 2 2 2 2 | epezijeue ende dp 2
= S S = 2 =4 S| & & & e S o g s
5| B E| B| BB Bl 22| 2| 5| g| g S| cdniuoweaan z
8
=
*BI)SONUW IP OIIWINU A BYID m
‘D

*Z10Z [9P orung K oAeJA] 9p sosaul ] odnuax) [e s3ajudrpuodsda.Liod Hd ap sa10[BA € oapen) €' 1T

L
[=)
o
T =
o P
PG
&U
oL
o

W o
o —

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide




UNIVERSIDAD
CATOLICA

Ll
(am ]
o
T =
S 9P
TC
nun
oL
[a18

L o
[a'mill =

DE SANTA MARIA

80T

VI

‘(91qe30d — EAUERIIAIgNS ENY) OSId OW/ B3}0ZY B 9 JOPaUSIUOD D |
‘(919e10d €N3Y) 49€ A Opg "osidasiug |9Q JopauduUo) ‘g |

‘(esuesa1gns endy) ‘0zod 'V |

*(210Z I19p olunf A oAelp) 'y odnao |e sa1ualpuodsallod S0a41SanW 3p oJdwWnN

CIN TN 'TTIN 'OTIN "6 ‘8N ‘LN 9N ‘SIN TN ‘e TN TIN

"
"
©
™~

9L 9L |9

8'L

*2TO0Z |2p oung A oAey ap sasa ‘v odnuo e sajuaipuodsaliod Hd aQg satojepn

*Hd ap saso|epn

*ZI0Z 9P orung A oAeJA] 9p s3sdul | odnax) [e saudIpuodsdniod Hd ap saaofe A

T oN ByRL)

(72}
(=}
=
-—
(4]
(=)
—
[7¢]
[«b}
>
{<=)
5]
(72]
(=]
2
=
)
=
(3]
(&)
(35
[7¢]
(5]
=
Y=
=
o
(&)
[3°]
=]
©
N
e
(=]
R
=
©
=
S
(&}
(3]
S
(=]
=
oo

En su investigacion no olvide

referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

Se analizaron un total de 14 muestras simples, incluyendo 42 sub ensayos
individuales, de los lugares de recoleccion anteriormente mencionados, correspondientes
al Grupo I, durante los meses de Mayo y Junio del 2012, en donde procederemos a

interpretar los siguientes resultados segun cada punto de muestreo:

1. Con respecto a los Indicadores Bacteriologicos:

A. Pozo. -- (Agua Subterranea): De las 14 muestras analizadas, cada una en su

lugar de muestreo fueron de caracter positivas, para indicadores con un indice

de contaminacion por lo cual, si dicha agua se utilizaria para uso potable no

cumpliria con el Decreto Supremo De Salud Ambiental DS - 031- 2010-SA.

A. Contenedor del Entrepiso 2do y 3er Piso -- (Agua Potable): De las 14
muestras analizadas cada una en su lugar de muestreo, fueron de caracter
negativas en 12 oportunidades M 1-4-5-6-7-8-9-10-11-12-13-14 y de caracter positivos

en 2 oportunidades M 2-3, para indicadores con un indice de contaminacion, lo

que nos hace suponer de una fuente de contaminacion, relacionada a factores
externos que modifica los parametros de potabilidad del agua en este punto de
muestreo, establecidos segtin el Decreto Supremo De Salud Ambiental DS -031-
2010-SA.

B. Contenedor de la Azotea 7mo Piso. -- (Agua Subterranea — Potable): De las
14 muestras analizadas cada una en su lugar de muestreo, fueron de caracter

positivas en todas las oportunidades, para indicadores con un indice de

contaminacién por lo cual, si dicha agua se utilizaria para uso potable no

cumpliria con el Decreto Supremo De Salud Ambiental DS -031- 2010-SA.
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2. Con respecto a los valores de Cloro Residual Libre (CRL) y pH.

A. Pozo. -- (Agua Subterranea): De las 14 muestras analizadas fueron de caracter
negativo para la medicion de CRL, por lo cual si dicha agua se utilizaria para
uso potable requeriria de un tratamiento de potabilizacion adecuado para uso, por
tal manera no cumple con los parametros establecidos en el DS -031- 2010-SA,

referido a la calidad del agua potable y de caracter vigente en nuestro pais. (Anexo
N° 30).

A. Contenedor del Entrepiso 2do y 3er Piso -- (Agua Potable): De las 14
muestras analizadas fueron de cardcter positivo para la medicion de CRL,
presentando valor min de 0.66 ppm y valor méx. de 0.89 ppm cumpliendo asi
con los requerimientos dosificacion adecuada cuyos valor fluctiian entre > 0.50
ppm a mas, por lo cual dicha agua puede ser empleada para uso potable
cumpliendo asi con los pardmetros establecidos en el DS -031- 2010-SA, de

caracter vigente en nuestro pais. (Anexo N° 30).

B. Contenedor de la Azotea 7mo Piso. -- (Agua Subterranea — Potable): De las
14 muestras analizadas, fueron de caracter negativo para la medicion de CRL, en
2 oportunidades M 2-3 y de caracter positivo en 12 oportunidades M 1-4-5-6-7-8-
9-10-11-12-13-14, presentando valor min de 0.01 ppm y un valor max. de 0.03 ppm,
pero estos ultimos valores de CRL al encontrarse muy por debajo en rango de
medicion en dosificacion minima cuyo valor es de 0.30 ppm, segun los
parametros establecidos en el DS -031- 2010-SA, de caracter vigente en nuestro

pais, (Anexo N°30). no la consideraria como tal, para uso potable.
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3. Con respecto a los valores de pH.

Los valores de pH de las 42 muestras analizadas cada una en su lugar de muestreo
de agua Subterranea, Potable, Y Subterranea — Potable, durante el primer periodo de
muestreo correspondiente al Grupo 1. de los meses de Mayo y Junio del 2012, presentan
un valor min de 7.2 y valor max. De 7.8 por lo cual dichos tipos de agua cumplen asi
con los parametros establecidos en el DS -031- 2010-SA, de caracter vigente en nuestro

pais. (Anexo N° 30).

En resumen se presume que el punto de muestreo “A” Agua Subterranea,
presenta indices de contaminacion bacteriana, por lo cual se le debe someter a un
tratamiento adecuado y especifico para uso potable, muy a pesar de presentar valores de

pH adecuados,

En tanto que el punto de muestreo “B” agua Potable del contenedor del Entrepiso
(2do y 3er Piso) retine los parametros de valores de Cloro Residual Libre CRL y de pH,
para su uso como tal, a pesar de presentar indicadores de indice de contaminacion en 2
oportunidades M 2.3, pero se cree que estd, es producto de la contaminacién en sus

condiciones de almacenamiento, no del agua potable en si.

Mientras que en relacion al punto de muestreo “C” Agua Subterranea - Agua
Potable, la primera afecta directamente los indices de contaminacién bacteriana, por no
poseer tratamiento de desinfeccion alguno, haciendo perder al agua potable su calidad
como tal, descritos en el reglamento DS -031- 2010-SA, de caracter vigente en nuestro
pais, en el cual se establecen parametros de potabilizacion estrictos, a pesar de
encontrarse en algunas muestras concentraciones de CRL, las cuales serian insuficientes
para inhibir el indice de concentracion y crecimiento bacteriano por estar muy por debajo
de los valores de CRL para su desinfeccion y alcanzar parametros de potabilizacion, en
tanto los valores de pH se hallan dentro de los valores normales, de tal manera se explica

y se mantiene relacion con los resultados obtenidos y analizados.
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Se investigo la presencia de 8 indicadores de indice contaminacion entre agentes
bacteriologicos y agentes contaminantes oportunistas de vida libre, encontrandose que
de un total de 14 muestras, de cada punto de recoleccion mencionado anteriormente y
siendo las mismas analizadas de forma individual, para cada tipo agua; Subterranea (A),
Potable (B), Y Subterranea — Potable (C), se apreciaron los siguientes resultados de

1dentificacion:

- EnlaM 1-4-5-6-7-11-13se identificaron: Enterobacter cloacae, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli,

- En la M 2 -3 se identificaron: Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus.

- En la M 8 - 9 - 12 se identifico: Enterobacter cloacae, Escherichia coli,
Pseudomona aeruginosa.

- En la M 10 se identifico: Enterobacter aerogenes, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus. Pseudomona aeruginosa.

- En la M 14 se identifico: Enterobacter aerogenes, Enterococcus faecalis.
Escherichia coli,

Nota.- Para mayor referencia apreciar la Grafica N° 3.

Como se observa en el Cuadro 2.2.5: “Numero De Indicadores Bacteriologicos
Presentes Por Muestreo A Partir De Muestras Simples Correspondientes Al Grupo .
Mes De Mayo Y Junio Del 2012”. Los identificados fueron: Escherichia coli.”28
oportunidades”, Enterobacter cloacae, “20 oportunidades”, Enterococcus faecalis.”16
oportunidades”, Enterobacter aerogenes. ’8 oportunidades”, Pseudomona aeruginosa.
”8 oportunidades”, Klebsiella pneumoniae.”’4 oportunidades”,  Staphylococcus
aureus.”4 oportunidades”, no se hallo Salmonella spp en ninguno de los muestreos
realizados. Observandose mayor presencia del grupo de Coliformes fecales y
Escherichia coli en dos puntos de muestreo que son el Agua Subterranea “A” y el
Subterranea — Potable “C”, esto quiere decir que la contaminacion al mesclar el agua

Potable “B” con el Subterranea “A”, es evidente, haciéndola perder su caracteristica de
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Agua Potable, pudiendo causar problemas a la salud de los pacientes y del personal

hospitalario, en la aparicion de:

- infecciones del tracto urinario “ITU”, que se producirian, por el paso del germen
del tubo digestivo a la zona periuretral, y con posterioridad a la vejiga a través de
la uretra.

- En pacientes inmunodeprimidos (VIH, cirréticos, con problema en el sistema
inmunoldgico), hay un paso directo desde el tubo digestivo a la sangre produciendo
bacteriemias.

- En enfermos colonizados en el tracto respiratorio superior se pueden producir

microaspiraciones de secreciones faringeas ocasionando neumonia.

Por lo cual se aprecia el incumplimiento de los parametros establecidos en el DS -

031- 2010-SA, de caracter vigente en nuestro pais.
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Grafica N° 3.

Numero de indicadores bacteriologicos presentes expresado porcentualmente a
partir de muestras simples correspondientes al Grupo I. Meses de Mayo y Junio
del 2012 del Agua Subterranea, Potable, y Subterranea — Potable de uso diario en
el Hospital Civico Policial “Julio Pinto Manrique”- XI DIRTEPOL - Arequipa —

2012.

B 1.  Enterobacter aerogenes. W 2.  Enterobacter cloacae.

m 3. Klebsiella pneumoniae. m4.  Salmonella spp.
m 5. Enterococcus faecalis. m6.  Escherichia coli.
m 7. Staphylococcus aureus. m8.  Pseudomona aeruginosa.

5%
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Se analizaron un total de 14 muestras simples, incluyendo 42 sub ensayos
individuales, de los lugares de recoleccion anteriormente mencionados, correspondientes
al Grupo II, durante los meses de Julio y Agosto del 2012, en donde procederemos a

interpretar los siguientes resultados segun cada punto de muestreo:

1. Con respecto a los Indicadores Bacteriologicos:

A. Pozo. -- (Agua Subterranea): De las 14 muestras analizadas, cada una en su

lugar de muestreo fueron de caracter positivas, para indicadores con un indice

de contaminacion por lo cual, si dicha agua se utilizaria para uso potable no

cumpliria con el Decreto Supremo De Salud Ambiental DS - 031- 2010-SA.

B. Contenedor del Entrepiso 2do y 3er Piso -- (Agua Potable): De las 14
muestras analizadas cada una en su lugar de muestreo, fueron de caracter
negativas en 12 oportunidades M 1-2-3-4-5-6-7-8-9-12-13-14 y de caracter positivos en

2 oportunidades M 10-11, para_indicadores con un indice de contaminacion, lo

que nos hace suponer de una fuente de contaminacion, relacionada a factores
externos que modifica los parametros de potabilidad del agua en este punto de
muestreo, establecidos segtin el Decreto Supremo De Salud Ambiental DS -031-
2010-SA.

C. Contenedor de la Azotea 7mo Piso. -- (Agua Subterranea — Potable): De las
14 muestras analizadas cada una en su lugar de muestreo, fueron de caracter

positivas en todas las oportunidades, para indicadores con un indice de

contaminacion por lo cual, si dicha agua se utilizaria para uso potable no

cumpliria con el Decreto Supremo De Salud Ambiental DS -031- 2010-SA.
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2. Con respecto a los valores de Cloro Residual Libre (CRL) y pH.

A. Pozo. -- (Agua Subterranea): De las 14 muestras analizadas fueron de caracter
negativo para la medicion de CRL, por lo cual si dicha agua se utilizaria para
uso potable requeriria de un tratamiento de potabilizacion adecuado para uso, por
tal manera no cumple con los parametros establecidos en el DS - 031- 2010-SA,

referido a la calidad del agua potable y de caracter vigente en nuestro pais. (Anexo
N° 30).

B. Contenedor del Entrepiso 2do y 3er Piso -- (Agua Potable): De las 14
muestras analizadas fueron de cardcter positivo para la medicion de CRL,
presentando valor min de 0.66 ppm y valor méax. de 0.89 ppm cumpliendo asi
con los requerimientos dosificacion adecuada cuyos valor fluctuan entre > 0.50
ppm a mas, por lo cual dicha agua puede ser empleada para uso potable
cumpliendo asi con los parametros establecidos en el DS -031- 2010-SA, de

caracter vigente en nuestro pais. (Anexo N° 30).

C. Contenedor de la Azotea 7mo Piso. -- (Agua Subterranea — Potable): De las
14 muestras analizadas, fueron de caracter negativo para la medicion de CRL, en
2 oportunidades M 10-11 y de caracter positivo en 12 oportunidades M 1-2-3-4-5-
6-7-8-9-12-13-14, presentando valor min de 0.01 ppm y un valor max. de 0.03 ppm,
pero estos ultimos valores de CRL al encontrarse muy por debajo en rango de
medicion en dosificacion minima cuyo valor es de 0.30 ppm, segun los
parametros establecidos en el DS -031- 2010-SA, de caracter vigente en nuestro

pais, (Anexo N°30). no la consideraria como tal, para uso potable.
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3. Con respecto a los valores de pH.

Los valores de pH de las 42 muestras analizadas cada una en su lugar de muestreo
de agua Subterranea, Potable, Y Subterranea — Potable, durante el segundo periodo de
muestreo correspondiente al Grupo II. de los meses de Julio y Agosto del 2012, presentan
un valor min de 7.2 y valor max. De 7.8 por lo cual dichos tipos de agua cumplen asi
con los parametros establecidos en el DS -031-2010-SA, de caracter vigente en nuestro

pais. (Anexo N° 30).

En resumen se presume que el punto de muestreo “A” Agua Subterranea,
presenta indices de contaminacion bacteriana, por lo cual se le debe someter a un
tratamiento adecuado y especifico para uso potable, muy a pesar de presentar valores de
pH adecuados,

En tanto que el punto de muestreo “B’’ agua potable del contenedor del Entrepiso
(2do y 3er Piso) retine los parametros de valores de Cloro Residual Libre CRL y de pH,
para su uso como tal, a pesar de presentar indicadores de indice de contaminacion en 2
oportunidades M 10-11, pero se cree que esta, es producto de la contaminacioén en sus
condiciones de almacenamiento, no del agua potable en si.

Mientras que en relacion al punto de muestreo “C” Agua Subterranea - Agua
Potable, la primera afecta directamente los indices de contaminacion bacteriana, por no
poseer tratamiento de desinfeccion alguno, haciendo perder al agua potable su calidad
como tal, descritos en el reglamento DS -031-2010-SA, de caracter vigente en nuestro
pais, en el cual se establecen parametros de potabilizacion estrictos, a pesar de
encontrarse en algunas muestras concentraciones de CRL, las cuales serian insuficientes
para inhibir el indice de concentracidon y crecimiento bacteriano por estar muy por debajo
de los valores de CRL para su desinfeccion y alcanzar parametros de potabilizacion, en
tanto los valores de pH se hallan dentro de los valores normales, de tal manera se explica

y se mantiene relacion con los resultados obtenidos y analizados.
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Se investigo la presencia de 8 indicadores de indice contaminacion entre agentes
bacteriologicos y agentes contaminantes oportunistas de vida libre, encontrandose que
de un total de 14 muestras, de cada punto de recoleccion mencionado anteriormente y
siendo las mismas analizadas de forma individual, para cada tipo agua; Subterranea (A),
Potable (B), y Subterranea — Potable (C), se apreciaron los siguientes resultados de

identificacién:

- En la M 1-8-4-12se identificaron: Enterobacter cloacae, Escherichia coli,
Pseudomona aeruginosa.

- En la M 2 - 7 se identificaron: Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli.

- En la M 3 -14 se identificaron: Enterobacter aerogenes, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli.

- Enla M 13-9 se identificaron: Enterobacter cloacae, Escherichia coli.

- En la M 5 se identifico: Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli.

- En la M 10 se identifico: Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus.

- En la M 11 se identifico: Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis.
Escherichia coli, Staphylococcus aureus.

- En la M ¢ se identifico: Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Pseudomona

aeruginosa.
Nota.- Para mayor referencia apreciar la Grafica N° 6.

Como se observa en el Cuadro 2.2.5: “Numero De Indicadores Bacteriologicos
Presentes Por Muestreo A Partir De Muestras Simples Correspondientes Al Grupo II.
Mes De Julio Y Agosto Del 2012”. Los identificados fueron: Escherichia coli.”28
oportunidades”, Enterobacter cloacae, “18 oportunidades”, Enterococcus faecalis.”12
oportunidades”,  Enterobacter = aerogenes.”8  oportunidades”, = Pseudomona

aeruginosa.”10  oportunidades”,  Klebsiella  pneumoniae.”4  oportunidades”,
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Staphylococcus aureus.”4 oportunidades”, no se hallo Salmonella spp. en ninguno de los
muestreos realizados, observandose mayor presencia del grupo de Coliformes fecales
y Escherichia coli en dos puntos de muestreo que son el Agua Subterranea “A” y el
Subterranea — Potable “C”, esto quiere decir que la contaminacion al mesclar el agua
Potable “B” con el Subterranea “A”, es evidente, haciéndola perder su caracteristica de
Agua Potable, pudiendo causar problemas a la salud de los pacientes y del personal

hospitalario, en la aparicion de:

- infecciones del tracto urinario “ITU”, que se producirian, por el paso del germen
del tubo digestivo a la zona periuretral, y con posterioridad a la vejiga a través de
la uretra.

- En pacientes inmunodeprimidos (VIH, cirréticos, con problema en el sistema
inmunoldgico), hay un paso directo desde el tubo digestivo a la sangre produciendo
bacteriemias.

- En enfermos colonizados en el tracto respiratorio superior se pueden producir

microaspiraciones de secreciones faringeas ocasionando neumonia.

Ademas teniendo en cuenta que se han realizado numerosos estudios de bacteriologia
en coliformes fecales y totales, ademas de existir numerosas normas legales, con
parametros especificos y vinculadas al saneamiento ambiental, segiin la comunidad que
estas rijan, para que el agua sea o adquiera un uso potable, al examinar numerosa
bibliografia, en andlisis de campo de otras localidades en donde su desarrollo urbano es
exponencialmente alto, como en Lima Metropolitana la conclusion de estos estudios
refiere, que hoy en dia no solo el grupo Coliforme debe ser incluido como indicador
bacteriologico sino que existen otras bacterias que son agentes patdgenos también
transmitidos por el agua a+,”7; 1 <27, ademas de la contribucion de factores favorables
como el tipo de agua el sistemas de distribucion y almacenamiento, tipo de nutrientes,
oxigeno, temperatura, pH, concentracion de desinfectante y material de las tuberias (u

“117).
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Y es asi que con el apoyo de mi asesora Dra. Mercedes Javé M. creyd conveniente poner
en practica dichos estudios de campo para andlisis de agua en nuestra ciudad de Arequipa
y verlos reflejados en mi proyecto de investigacion asi pues, en el Perta, en un estudio
realizado para la convencion en: Lucha Contra La Contaminacion Del Agua En Los
Paises En Desarrollo. (Serie De Informes Técnicos N° 404. Pag. 14- 20. O.M.S.
Ginebra, 1996). (207, se indica que la ausencia de bacterias Coliformes en las muestras
de agua de cisternas y tanques, no significan la ausencia de riesgo microbioldgico,

pudiéndose encontrar Pseudomona aeruginosa como patdégeno oportunista.

Las Bacterias Heterotroficas estan presentes en todos los cuerpos de agua y
constituyen un grupo de bacterias ambientales de amplia distribucion, éstas son
indicadoras de la eficacia de los procesos de tratamiento, principalmente de la

desinfeccion (descontaminacion).

Mientras que el grupo Coliforme abarca los géneros Klebsiella, Escherichia,
Enterobacter, Citrobacter y Serratia. Cuatro de estos géneros (Klebsiella, Enterobacter,
Citrobacter y Serratia) se encuentran en grandes cantidades en el ambiente (fuentes de

agua, vegetacion y suelos) a7,

Ademas el grupo Pseudomona esta constituido por bacilos aerobios gramnegativos y
moviles, algunos de los cuales producen pigmentos solubles en agua. Las especies del
género Pseudomona se identifican sobre la base de varias caracteristicas fisiologicas.
Una de las propiedades mas notables de Pseudomona es la gran variedad de compuestos
organicos que utilizan como fuentes de carbono y energia Pseudomonas aeruginosa, no
es un parasito obligatorio, puede ser facilmente encontrada en el suelo y se comporta
como desnitrificante, teniendo un papel importante en el ciclo del nitrogeno en la

naturaleza (1<28)..

Se ha demostrado que Pseudomonas aeruginosa es capaz de sobrevivir y multiplicarse
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en aguas tratadas, esto debido a una densa capa polisacarida la cual establece una barrera
no solo fisica sino quimica capaz de proteger a la bacteria de las moléculas e iones de
CLORO LIBRE RESIDUAL (CRL), @ 9. En el Peru, se evalua la resistencia de
Pseudomonas aeruginosa al CLORO LIBRE RESIDUAL (CRL) obteniendo resultados
que la presencia de Pseudomona aeruginosa en el agua potable es de alto riesgo para la
salud, en especial de los neonatos, pacientes hospitalizados e inmunodeficientes;
debiendo ser considerado como un indicador de eficiencia de la desinfeccion, y ser
incluida su deteccion y cuantificacion en los andlisis de rutina. En resumen, la presencia
de este microorganismo es un indicador de la calidad del agua ya que su resistencia al

cloro es superior a la de otros microorganismos aislados del agua.

La importancia de Pseudomona se torné mayor cuando se comprobo su capacidad de
inhibir los Coliformes, siendo los indicadores de contaminacion de agua mas usados en
el mundo, se corre un gran riesgo de consumir agua con indice de Coliformes cero los
cuales podrian estar inhibidos por Pseudomona porque producen una sustancia
denominada "Pseudocin" (PLS). Asimismo, realizando un estudio poblacional de
Pseudomonas aeruginosa y Coliformes totales y fecales en agua de consumo humano,
encontrando que al aumentar la proporcion entre Pseudomonas aeruginosa y en un
medio que contenga Coliformes fecales, éstos ultimos disminuyen, demostrando que los
catabolitos de Pseudomonas aeruginosa (piocinas) tienen efecto bactericida sobre
coliformes, pero que dicho efecto puede ser variable si las pseudomona aeruginosa se
halla en su fase estacionaria o de declive del crecimiento bacteriano o simplemente es
superada en nimero por los Coliformes fecales y totales estos seguirdn sobreviviendo,
y multiplicandose incluso con la presencia de la Pseudomona en el medio, como es el
caso de mi estudio realizado (123, “15”), recalcando que el ser humano en sus desechos
fecales elimina Pseudomona si es que la persona se halla enferma o contaminada con la
misma, mientras que en los animales no lo hacen, haciendo pensar ademas que la
contaminacion del agua subterranea de nuestro lugar de muestreo se deba a deficiencias

del sistema o red de alcantarillado de las inmediaciones contaminando asi la napa freatica
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de acuifero terrestre. Por lo cual se aprecia el incumplimiento de los parametros

establecidos en el DS -031-2010-SA, de caracter vigente en nuestro pais.

Grafica N° 6.

Numero de indicadores bacteriologicos presentes expresado porcentualmente a
partir de muestras simples correspondientes al Grupo II. Meses de Julio y Agosto
del 2012, del Agua Subterranea, Potable, y Subterranea — Potable de uso diario en
el Hospital Civico Policial “Julio Pinto Manrique”- XI DIRTEPOL - Arequipa —

2012.

m1. Enterobacter aerogenes. m2. Enterobacter cloacae.

m 3. Klebsiella pneumoniae. m4.  Salmonella spp.
W 5.  Enterococcus faecalis. W 6.  Escherichia coli.
m 7.  Staphylococcus aureus. 8.  Pseudomona aeruginosa.
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3.3.1 Cuadro 1: nimero porcentual de Indicadores Bacteriolégicos presentes, a
partir de muestras simples, correspondientes al Grupo 1.y Il. (Mayo, Junio, Julio
y Agosto del 2012), del Agua Subterranea, Potable, y Subterranea — Potable de uso
diario en el Hospital Civico Policial “Julio Pinto Manrique”- XI DIRTEPOL -

Arequipa.
Indicador Bacteriologico Total Del | Total Del | N° De Veces | Representacio
Identificado. Grupo I. | Grupo II. | Encontrado n Porcentual
Total.
1. Enterobacter aerogenes. 8 8 16 9%
2. Enterobacter cloacae. 20 18 38 22%
3. Klebsiella pneumoniae. 4 4 8 5%
4.  Salmonella spp. 0 0 0 0%
5. Enterococcus faecalis. 16 12 28 16%
6. Escherichia coli. 28 28 56 33%
7. Staphylococcus aureus. 4 4 8 5%
8. Pseudomona aeruginosa. 8 10 18 10%
Total positivos. 88 84 172 100%

Coliformes Totales:

1.-Enterobacter aerogenes; 2.-Enterobacter cloacae; 3.-Klebsiella pneumoniae.

Bacteria epidemiolégica:

4.-Salmonella spp.

Coliformes Fecales:

5.-Enterococcus faecalis; 6.-Escherichi coli.

Bacterias de vida libre perjudiciales para la salud:

7.-Staphylococcus aureus; 8.-Pseudomona aeruginosa
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Del andlisis un total de 28 muestras simples, incluyendo 84 sub ensayos
individuales, en los lugares de recoleccion anteriormente mencionados, se hallo que del

total de ensayos positivos:

El 9% corresponde a Enterobacter aerogenes, y el 22% corresponde a
Enterobacter cloacae, apreciandose presencia de coliformes totales, que es causante de
sintomas comunes de enfermedades, como diarreas, dolor abdominal, nauseas, dolor de
cabeza y colitis, en estos casos las heces son acuosas y no son sanguinolentas, pero estos
sintomas de enfermedades en algunos casos no son tomados en cuenta por la poblacion
o el individuo, que las aqueja pero al combinarse con otro tipo de padecimientos
desencadenan un efecto sinérgico patolégico, poniendo en riesgo la vida de las personas

que las padecen.

El 5% corresponde a Klebsiella pneumoniae, también perteneciente al grupo de
los coliformes totales, es una bacteria gramnegativa de la familia Enterobacteriaceae, y es
la especie mas dominante del genero klebsiella pero es un microorganismo relevante a
tomar en cuenta, por ser causante de infecciones nosocomiales, infecciones del tracto
urinario, sepsis, infecciones de tejidos blandos, asociadas en mayor nimero a pacientes
con diabetes mellitus o con problemas de alcoholismo, y mas atin la mayor importancia
de este patogeno es por ser causante de alrededor del 1% de las neumonias bacterianas
con condensacion hemorragica extensa, del pulmoén. Ademas, en ocasiones provoca
lesiones focales en pacientes debilitados que puede terminar con la vida del paciente.
Algunas de las complicaciones mas frecuentes son el absceso pulmonar y el empiema.

(Acumulacion de pus en las cavidades organicas).

El 33% corresponde a Escherichia coli, es también conocida como E.Coli, y
quizas es el organismo procariota mas estudiado por el ser humano, por estar asociado a
un numero de infecciones transmitidas especialmente por el agua, pertenece al grupo de
los coliformes totales de la familia de las Enterobacteriaceae, su presencia en nuestro

andlisis en un gran porcentaje de resultados positivos, revela directamente contaminacion por
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origen fecal, y aunque todos la poseemos en muestro organismo y es necesaria para el proceso
de digestion y sintetizar vitaminas B y K, la sobre infeccion de esta que a su vez se vincula en
mayor nimero en personas infectadas, o con su presencia en las heces y intestinos de animales,
genera serias complicaciones como Infecciones del tracto urinario, meningitis neonatal,
enfermedades intestinales diarrea acuosa con presencia de sangre, dolores de cabeza, fiebre,
uremia, dafos hepaticos, se dice que puede permanecer en el agua en condiciones favorables por
mas de décadas si no se le perturba, pero someterla a temperaturas mayores de 70°C pierden su

capacidad de infeccion.

El 16% corresponde a Enterococcus faecalis. es una bacteria gram positiva
comensal, su presencia en los resultados de nuestros analisis, no da mas que confirmar
la presencia de contaminacion fecal puesto que dicho patogeno habita en el tracto
gastrointestinal de humanos y otros mamiferos. E. faecalis puede causar infecciones
comprometidas en humanos, especialmente en ambiente de hospitales, su habitat normal
es el tubo digestivo de animales de sangre caliente. su presencia nos indica falta de
desinfeccion o defectuosas condiciones de conservacion del agua, el consumo de la
misma en estas condiciones puede causar endocarditis, infecciones de vejiga, prostata,
epididimo; a la vez que infecciones de sistema nervioso son menos comunes para este

patogeno.

El 5% corresponde a Staphylococcus aureus, es una bacteria anaerobia
facultativa, grampositiva, que se encuentra ampliamente distribuida por todo el mundo,
estimandose que una de cada tres personas se hallan colonizadas, aunque no infectadas,
por ella, aunque su habitad natural es la piel y las mucosas de las personas estas pueden
llegar al agua a través del aire, si es que no se protege a la misma de las condiciones
ambientales, aunque en nuestros resultados obtenidos solo se le encontré en un 5% de
puede producir una amplia gama de enfermedades, que van desde infecciones cutaneas
como foliculitis, forunculosis o conjuntivitis, hasta enfermedades de riesgo vital, como
celulitis, abscesos profundos, osteomielitis, meningitis, sepsis, endocarditis o neumonia.
En la actualidad, este microorganismo se encuentra como el principal causante de las

infecciones nosocomiales.
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E110% corresponde a Pseudomona aeruginosa, es una bacteria Gram-negativa,
aerdbica, pertenece al grupo de los patdogenos oportunistas estan presentes naturalmente
en el medio ambiente y por consiguiente en algunos casos en el agua, causa afecciones
en personas cuyos mecanismos de defensa locales o generales son deficientes, por
ejemplo a los ancianos, a los lactantes, quienes han sufrido quemaduras o heridas
extensas, a los enfermos sometidos a un tratamiento inmunosupresor o a los que padecen
el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Entre las enfermedades
nosocomiales mas comunes destican: Neumonia, fibrosis quisticas, dermatitis,
infecciones y sepsis generalizadas, se han realizado estudios de la presencia de la
pseudomona en agua potable almacenadas en tanques, y de aguas subterraneas de tal
manera que comprobo que esta libera una sustancia denominada "Pseudocin" que posee
caracteristicas inhibitorias para el grupo de las Enterobacteriaceae, pero en el presente
trabajo de investigacion se aprecio que dicha caracteristica mencionada, no se aplicaria
si hubiese mayor indice de contaminacién por coliformes en el medio que de psudomona
en el mismo, pero aun asi no bastaria para eliminar su presencia y sus caracteristicas

patogenas.

No se encontrd ningtin indicador bacteriologico correspondiente a Salmonella
spp, es importante recalcar la ausencia de la misma como importancia de patdogeno
epidemiologico, asociado a problemas como diarreas acuosas con sangre, y

salmonelosis.
En base a los resultados hallados se debe tener en cuenta que de las 37 enfermedades
mas comunes entre la poblacién de América Latina, 21 estan relacionadas con la falta de

agua y con agua contaminada. En todo el mundo estds enfermedades representan 25

millones de muertes anuales.
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Grafica N° 7.

Porcentaje de indicadores bacteriologicos identificados a partir de muestras
simples, correspondientes al grupo 1.y Il. (Mayo, Junio, Julio y Agosto del 2012),
del Agua Subterranea, Potable, y Subterrianea — Potable de uso diario en el

Hospital Civico Policial “Julio Pinto Manrique”- XI DIRTEPOL - Arequipa.

W 1. Enterobacter aerogenes. W 2. Enterobacter cloacae.

m 3. Klebsiella pneumoniae. W 4.  Salmonella spp.

W 5. Enterococcus faecalis. W 6.  Escherichia coli.

m 7.  Staphylococcus aureus. m8.  Pseudomona aeruginosa.
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Grafica N° 8.

Frecuencia de cumplimiento de los parametros bacteriologicos establecidos, a
partir de muestras simples, correspondientes al Grupo L. y II. (Mayo, Junio, Julio
y Agosto del 2012), del agua Subterranea, Potable, y Subterrianea — Potable de uso

diario en el Hospital Civico Policial “Julio Pinto Manrique”- XI DIRTEPOL —

Arequipa.

100%

50%

O% I T T T

A. Pozo. (Agua B. Contenedor  C. Contenedor De
Subterranea). Del Entrepiso. La Azotea 7mo
2do y 3er (Agua Piso (Agua
Potable). Subterranea —
Potable).
Tiipo De Agua.

B Cumple. H No Cumple.

- En relacion a los resultados analizados del punto A, correspondiente al Agua
Subterranea, se aprecio una frecuencia de incumplimiento del 100% en relacion a los
muestreos realizados, por lo tal su uso como agua potable no es aceptable segin

reglamento vigente.

- En relacion a los resultados analizados del punto B, correspondiente al Agua
Potable se aprecio una frecuencia de cumplimiento de 85.71%, y de un incumplimiento
del 14.29% en relacion a los muestreos realizados, a la vez de presumirse que dicha
inconformidad se deba a sus condiciones de almacenamiento, mas no a su calidad de

agua potable en si, por tanto su uso es aceptable segin reglamento vigente.

137

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

- En relacion a los resultados analizados del punto C, correspondiente al Agua
Subterrdnea - Potable se aprecio una frecuencia de incumplimiento del 100% en
relacion a los muestreos realizados por lo tal su uso como agua potable no es aceptable

seglin reglamento vigente.

4. Deficiencias observadas en la infraestructura de las ubicaciones de los
puntos de muestreo del agua Subterranea, Potable, y Subterrianea — Potable
de uso diario en el Hospital Civico Policial “Julio Pinto Manrique”- XI

DIRTEPOL - Arequipa.

Con las mejores intenciones de ayudar a mejorar la calidad del agua de uso diario en
el Hospital Civico Policial “Julio Pinto Manrique”- XI DIRTEPOL — Arequipa, se hace

hincapi¢ en lo siguiente:

A. Observaciones correspondientes al Punto A. “Pozo”, Agua Subterranea.

- No recibe ningtin método de potabilizacion, exceptuando la de ser mesclada con
agua potable, proveniente de la planta de tratamiento de agua de la TOMILLA -
SEDAPAR.

- No se precisa informacion si otras personas o instituciones, hacen uso del mismo
método para la obtencion del recurso hidrico, cerca al hospital, y si en caso las
hubiese, aquellas poseen y practican procedimientos o normas para la
preservacion, e evitar factores alterantes en los parametros concernientes

calidad de la misma.

- El mantenimiento del pozo y de su equipo de bombeo, se realiza en forma anual

si es que este no presenta averia alguna, a la vez que no se han establecido
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controles después de la limpieza que garantice la no contaminacion del agua

subterranea.

- El acceso al pozo se halla ubicado al nivel del suelo, siendo también puerta de
entrada a la contaminacién ambiental especialmente en época de lluvia, porque
a pesar de poseer una cubierta de acero, la misma no es de naturaleza hermética
por lo cual no asegura el paso de interferentes y contaminantes, hacia el nivel

freatico.

- Se noto la presencia de oxido en las paredes de recubrimiento del pozo hacia el

flujo del agua subterranea, por el paso del tiempo y factores ambientales.

B. Observaciones correspondientes al Punto B. “Entrepiso”, Agua Potable.
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- El mantenimiento contenedor, se realiza en forma anual si es que este no presenta
averia alguna, a la vez que no se han establecido controles después de la limpieza

que garantice la no contaminacion del agua Potable.

- El contenedor de agua potable no cuenta con un recubrimiento termo hermético,

que lo proteja de las condiciones naturales del medio ambiente.

- Se observo presencia de oxido y suciedad, en las paredes de contenedor.

— Al acceder por la escalera derecha frontal, se aprecia que el contenedor no posee

una tapa para proteger al agua potable del medio ambiente.

C. Observaciones correspondientes al Punto C. “Azotea”, Agua Subterranea

- Potable.
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REPOSITORIO DE

- El mantenimiento contenedor, se realiza en forma anual si es que este no presenta
averia alguna, a la vez que no se han establecido controles después de la limpieza

que garantice la no contaminacion del agua Subterranea - Potable.

- El contenedor de agua Subterranea - Potable no cuenta con un recubrimiento

termo hermético, que lo proteja de las condiciones naturales del medio ambiente.

- Se observo presencia de oxido y suciedad, en las paredes de contenedor.

- Alacceder por la escalera izquierdo frontal, se aprecia que el contenedor si posee
una tapa para proteger al agua Subterranea - Potable del medio ambiente, pero
no se aprecio el uso de la misma los dias de recoleccion de muestra y tampoco

durante el periodo de duracion del estudio.

- Ademas se aprecio que el equipo de bombed encargado de hacer llegar el agua
potable al contenedor de acoplo, (7mo piso) del agua subterrdnea — potable,

presenta fugas y la red de cafierias del mismo presenta dafios.
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- Asi mismo no se maneja un adecuado tiempo de abastecimiento de cada punto
de almacenamiento, del agua Subterranea (Sin tratamiento de desinfeccion);
Potable (Con tratamiento de desinfeccion); e Subterranea - Potable (Mezcla de
ambas); esto quiere decir que la proporcion del mezclado no es equitativa, ni se

maneja un parametro de desinfeccion adecuado expresado volumétricamente.

- Ademas se debe poner en manifiesto que se eligio loa meses de muestreo de
Mayo a Agosto del 2012, para tener una perspectiva mas adecuada del indice de
contaminacion de los lugares de muestreo ya mencionado, sin presencia de
interferentes internos (limpieza y manteamientos por parte del personal del
hospital); asi como interferentes externos (lluvia y aumento del caudal del agua

de la napa freatica).
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CONCLUSIONES

Las conclusiones obtenidas después del desarrollo y evaluacion de técnicas
analiticas, durante los meses de Mayo a Agosto (Grupo I y II de muestreo); del presente

trabajo de tesis son las siguientes:

1. Se encontrd que el 36% de los resultados obtenidos pertenecen al grupo de
los Coliformes Totales “Enterobacter aerogenes., Enterobacter cloacae,
Klebsiella pneumoniae.”; el 33% pertenece al grupo de los Coliformes
fecales “Escherichia coli”, mientras que el 16% corresponde a
“Enterococcus faecalis”; el 10% pertenece a patdogenos oportunistas
“Pseudomona aeruginosa”. El 5% a microorganismos de vida libre
“Staphylococcus aureus”, ademas de no encontrarse “Salmonella spp”, en
ninguno de los muestreos reaizados, comprobandose asi que el origen de la
contaminacion del agua Subterranea y el agua Subterranea - Potable de las

muestras, obtenidas de los lugares de recoleccion son de origen fecal.

2. No cumplen con los parametros bacteriologicos establecidos, a lo largo del
proceso de investigacion, el punto de muestreo A. correspondiente al agua
Subterranea, el punto de muestreo C. correspondiente al agua Subterranea —
Potable, y el punto de muestreo B. correspondiente al agua Potable, cumple
en un 85.71%, de la cantidad de veces que fue analizado, concluyendo asi
que el 14.29%, de su incumplimiento se deba a sus malas condiciones de

almacenamiento.

3. Apreciando los resultados obtenidos de la evaluacién de desinfeccion por
medio de los valores de CRL, el punto de muestreo A. correspondiente al

agua Subterranea, no presenta valores de CRL, el punto de muestreo C.
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correspondiente al agua Subterranea — Potable, presenta valores de CRL muy
por debajo de la dosificacion minima de 0.30 ppm, no alcanzando los
parametros de desinfeccion, segin la norma vigente en nuestro pais, y el
punto de muestreo B. correspondiente al agua Potable, cumple con los
valores de CRL de 0.50 ppm a mas, lo que le acredita su calidad de
potabilidad.

Con Respecto a los valores de pH se aprecio que el punto de muestreo A.
correspondiente al agua Subterranea, el punto de muestreo B.
correspondiente al agua Potable, y el punto de muestreo C. correspondiente
al agua Subterranea — Potable, cumplen con los valore establecidos de pH en

cada caso en particular.
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SUGERENCIAS

1. Se recomienda realizar una investigacion acerca del origen de la contaminacion del
agua Subterranea, especialmente en la cercanias al hospital, asi como una limpieza
periddica del pozo y mantenimiento a su equipo de bombed. Ademas de
implementar un sistema de purificacion de agua adecuado para este, se recomienda

un equipo de cloracion.

2. Seguir realizando mediciones de CRL y de pH en el contenedor de agua Potable a
fin de preservar el cumplimiento, ya demostrado de los parametros de desinfeccion,
Y en el caso de haber implementado un sistema de purificacion adecuado para el
agua Subterranea, realizar el mismo procedimiento en el contenedor de agua

Subterranea — Potable.

3. Mejorar las instalaciones y infraestructura de los contenedores del agua Potable y el
agua Subterranea —Potable, a fin de cumplir con los normas establecidos en el DS —

031 —2010 —SA de caracter vigente en nuestro pais.

4. Capacitar acerca de temas de potabilizacion, métodos de conservacion y métodos
alternativos de desinfeccion del agua, al personal encargado de la red hidrica del
hospital, y hacer llegar a las autoridades del mismo, el incumplimiento de la
normativa vigente, con fin de ayudar a mejorar y salvaguardar la imagen, la salud,
del personal y en especial de los pacientes, de una institucion de muchos afios de

labor y funcionamiento como es el “HOSPITAL CiVICO POLICIAL “Julio Pinto
Manrique”- XI DIRTEPOL - AREQUIPA”
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ANEXO N° 1.
CALDO BHI (AL 5% DE CINa)
¥ Fundamento.
Por la presencia de peptona y la infusion de cerebro de ternera e infusion de corazon
de res, se tienen los componentes necesarios para nutrir microorganismos exigentes. La
glucosa se emplea para la fermentacion y el fosfato como tampon.

¥ Componentes del medio y su preparacién.

Formulacion para la preparacion de 11t de caldo Infusiéon Cerebro Corazon (BHI

con CINa al 5%), concentracion expresada en gr x It.

- Infusién de Cerebro de Ternera (a partir de 200 12,5gr.
gr).
- Infusion de Corazon de Res (a partir de 250 gr). 5,0gr.
- Glucosa. 2,0gr.
- Peptona de Gelatina. 10,0gr.
- Sodio Cloruro. 10,0gr.
- Sodio Hidrégeno Fosfato. 2,5gr.
pH final: 7,4 £0,2.

Pesar y suspender 37gr en polvo de caldo Infusion Cerebro Corazén (BHI) en 1 It
de agua destilada; calentar y agitar hasta ebullicion y disolucion total de las particulas
en polvo del medio, para posteriormente colocar el medio a esterilizacion a 121°C

durante 15 minutos en el autoclave, dejar enfriar el caldo BHI a unos 35°C para su
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traslado a frascos estériles de preferencia de material de vidrio protegiéndolos de la luz,
y conservando el medio entre 2 — 25°C de T° (No congelar ni sobrecalentar el medio),
haciéndolo propicio el medio para momento de su utilizacion, con la colocacion de
muestra membrana de celulosa de 0,45 um, conteniendo nuestros microorganismos a
identificar previamente filtrada al vacio.
¥ Interpretacién.
Después de la adecuada incubacion en un periodo de 24hrs a 37°C, en una estufa

de laboratorio se apreciarian los siguientes resultados:

Microorganismo Crecimiento
Escherichia coli. Positivo.
Staphylococcus aureus Positivo.
Pseudomona aeruginosa. Positivo.
Enterococcus Feacalis. Positivo.

Ademas la presencia y desarrollo de microorganismos, se observa por la turbidez
del medio, para posteriormente los microorganismos desarrollados deban ser sub
cultivados en medios especificos, y realizarse las pruebas bioquimicas de identificacion

correspondientes.

e Caldo BHI + Membrana de celulosa de 0.45
' Caldo BHI (Color del medio J

| = micras. (Apreciandose el enturbiamiento del
ambar claro).

medio).

.'\_

Fuente: Elaboracion propia, resumen de Bibliografia de Textos: I (1) I (6) I (21); e
Electronica: II (11).
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ANEXO N° 2
CALDO BHI (AL 6.5% DE CINa)

¥ Fundamento.

El caldo BHI es un medio de cultivo nutritivo tamponado que contiene infusiones de
tejido cerebro y corazon, asi como peptona para suministrar proteinas y otros nutrientes
necesarios para favorecer el crecimiento de microorganismos exigentes y no exigente.
En la formulacién de BHI con CINa al 6.5%, la sal actia como agente de diferenciacion
o seleccion interfiriendo con la permeabilidad de la membrana y los equilibrios
osmoticos y electroliticos en los organismos no tolerantes a la sal.

¥ Componentes del medio y su preparacién.

Formulacion para la preparacion de 15ml de caldo Infusion Cerebro Corazén (BHI

con CINa al 6.5%), concentracion expresada en gr x ml.

- Infusion de Cerebro de Ternera (a partir de 200 12,5gr.
gr).

- Infusion de Corazoén de Res (a partir de 250 gr). 5,0gr

- Glucosa. 2,0gr|
- Peptona de Gelatina. 10,0gr

- Sodio Cloruro. 10,0gr

- Sodio Hidrogeno Fosfato. 2,5gr.

pH final: 7,4 £0,2.
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Pesar y suspender 0.555gr en polvo de caldo Infusion Cerebro Corazén (BHI) en
15ml de agua destilada; calentar y agitar hasta ebullicion y disolucion total de las
particulas en polvo del medio, para posteriormente afiadir 0.097gr de CINa al 99% y
agitar nuevamente hasta total disolucion en el medio, asi variaremos el porcentaje de de
CINa de 5% con el cual proviene al agar inicialmente a 6.5% de CINa que es lo que
necesitamos, posteriormente colocar el medio a esterilizacion a 121°C durante 15
minutos en el autoclave, dejar enfriar el caldo BHI con CINa a 6.5% a unos 35°C de T°,
trasladando nuestro caldo estéril, en tubos de ensayo de 13 x 100 mm, hasta una tercera
parte de los mismos, para su posterior utilizacion, sembrando muestro microorganismo
con ayuda de nuestra asa de Kolle circular, por la técnica de licuacion a un tercio de

profundidad del tubo de ensayo conteniendo nuestro caldo BHI con CINa al 6.5%.

¥ Interpretacién.

Después de la adecuada incubacion en un periodo de 24hrs a 37°C, en una estufa de

laboratorio se apreciarian los siguientes resultados:

Microorganismo. Crecimiento.

Enterococcus faecalis Positivo.
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Ademas la presencia y desarrollo de microorganismos, se observa por la turbidez
del medio, para posteriormente los microorganismos desarrollados deban ser sub
cultivados en medios especificos, y realizarse las pruebas bioquimicas de identificacion

correspondientes.

Caldo BHI al 6.5% de CINa. (Se observa
enturbiamiento del medio, con presencia

de sedimentacion).

Caldo BHI al 6.5% de CINa. '
(Color del medio ambar claro).

Fuente: Elaboracion propia, resumen de Bibliografia de Textos: I (1) I (6) I (21); e
Electronica: 11 (11).
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ANEXO N° 3

AGAR CETRIMIDE.

¥ Fundamento.

En el medio de cultivo, la peptona de gelatina aporta los nutrientes necesarios para
el desarrollo bacteriano, la glicerina favorece la produccion de pigmentos, las sales de
magnesio y potasio estimulan la produccion de piocianina y piorrubina; e inhiben la

produccion de fluoresceina para otro tipo de microorganismo.

‘¥ Componentes del medio y su preparacion.

Formulacion correspondiente a 11t de agar Cetrimide para la identificacion de

Pseudomona y sus distintos géneros, concentracion expresada en gr x It.

- Peptona de gelatina 20.0gr.

- Cloruro de magnesio 1.4gr.

- Sulfato de potasio. 10.0gr.

- Agar. 13.6 gr.

- Cetrimide. 0.3 gr.
pH final: 7.2+ 0.2

Pesar y Suspender 45,3gr de agar Cetrimide en 11t de agua destilada, y agregar
10 ml de glicerol, dejar reposar 5 minutos. Calentar agitando frecuentemente y hervir
durante 1 minuto. autoclavar a 121°C durante 15 minutos, para la esterilizacion del
medio, posteriormente enfriar a unos 35°C, y colocar en placas petri estériles de 100 x

150 mm, unos 22 - 25ml aproximadamente del agar, para su posterior utilizacion,
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sembrando muestro microorganismo con el asa de Kolle circular por la técnica de

agotamiento por estria en superficie.

¥ Interpretacién.

Después de la adecuada incubacion en un periodo de 24 hrs a 37°C, en una estufa de

laboratorio, se apreciarian los siguientes posibles resultados:

Las colonias de Pseudomona aeruginosa, presentan un pigmento verde azulado,
debido a la presencia de pigmentos como la piocianina, que al observarse a una lampara

UV de 254nm puede apreciarse fluorescencia en el medio.

Fluorescencia En Lampara
Microorganismos. Crecimiento.
UV de 254mn.
Pseudomona aeruginosa. Bueno - excelente +

Agar Cetrimide.

Agar Cetrimide. Agar Cetrimide. . .
(Color amarillo (Color verde). (Observado bajo
claro) UV de 254nm).

Fuente: Elaboracion propia, resumen de Bibliografia de Textos: I (1) I (6) I (21); e
Electronica: 1T (11).

158

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

ANEXO N° 4

AGAR CITRATO DE SIMMONS.

¥ Fundamento.

En dicho medio de cultivo, el fosfato monoamonico es la unica fuente de nitrégeno
y el citrato de sodio es la Uinica fuente de carbono. Ambos componentes son necesarios
para el desarrollo bacteriano. Las sales de fosfato forman un sistema buffer, el magnesio
es cofactor enzimatico. El cloruro de sodio mantiene el balance osmético, y el azul de
bromotimol es el indicador de pH, que vira al color azul en medio alcalino. El medio de
cultivo es diferencial en base a que los microorganismos capaces de utilizar citrato como
unica fuente de carbono, usan sales de amonio como unica fuente de nitrégeno, con la
consiguiente produccion de alcalinidad. El metabolismo del citrato se realiza, en aquellas
bacterias poseedoras de citrato permeasa, a través del ciclo del acido tricarboxilico. El
desdoblamiento del citrato da progresivamente, oxalacetato y piruvato. Este tltimo, en
presencia de un medio alcalino, da origen a acidos orgénicos que, al ser utilizados como
fuente de carbono, producen carbonatos y bicarbonatos alcalinos. El medio entonces vira

al azul y esto es indicativo de la produccion de citrato permeasa.

¥ Componentes del medio y su preparacion.

Formulacion para 11t de agar Citrato de Simmons concentracion expresada en grx It.
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- Citrato de sodio. 2.0gr
- Cloruro de sodio. 5.0gr.
- Fosfato dipotésico. 1.0gr.
- Fosfato monoamonico. 1.0gr.
- Sulfato de magnesio. 0.2gr.
- Azul de bromotimol. 0.08gr.
- Agar. 15.0gr.
pH final: 6.9 + 0.2

Pesar y suspender 24,2gr del medio deshidratado por litro de agua destilada, dejar
reposar 5 minutos y calentar cuidadosamente, agitando con frecuencia y hervir durante
un minuto hasta la disolucion completa del medio, autoclavar a 121° C durante 15
minutos, para la esterilizacion del medio, posteriormente enfriar a unos 35°C, y colocar
en tubos de ensayo de 13 x 100 mm, hasta una tercera parte en forma de pico de flauta,
para su posterior utilizacion de identificacion bioquimica, sembrando muestro
microorganismo por puncion con el asa de Kolle a la mitad del tubo, y luego por estria

en superficie del medio.

¥ Interpretacion.

Después de la adecuada incubacion en un periodo de 18 a 24 hrs a 37°C, en una estufa

de laboratorio, se apreciarian los siguientes posibles resultados:

A. Positivo: Crecimiento y color azul en el pico, alcalinidad.
B. Negativo: El medio permanece de color verde debido a que no hay desarrollo

bacteriano y no hay cambio de color.
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Tipos de posibles microorganismos, identificados con agar Citrato de Simmons.

Microorganismo Citrato Permeasa Color del medio
Klebsiella pneumoniae Positivo Azul
Escherichia coli Negativo Verde

| Agar Citrato de Simmons. " Agar Citrato de Simmons.

(Color verde). (Color azul, alcalinidad del
S ,. medio).
-

Fuente: Elaboracion propia, resumen de Bibliografia de Textos: I (1) I (6) I (21); e
Electronica: 1T (11).
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ANEXO N° 5.
AGAR EMB (EOSINA AZUL DE METILENO).

¥ Fundamento.

Por la combinacion de los colorantes (Eosina y Azul De Metileno), inhiben
parcialmente el crecimiento de microorganismos Gram (+), haciendo posible la
diferenciacion de las lactosa positivo de las lactosa negativo, y los dos hidratos de
carbono (Lactosa e Sacarosa), permiten determinar los géneros existentes en el medio de
cultivo.

¥ Componentes del medio y su preparacion.

Formulacion para 11t de agar EMB (Eosina Azul de Metileno), concentracion

expresada en gr x lt.

- Eosina Amarillenta 0,4gr.
- Azul de Metileno 0,065gr.
- Lactosa 5,0gr.
- Peptona Bacterioldgica 10,0gr.
- Di-Potasio Hidrégeno Fosfato 2,0gr.
- Sacarosa. 5,0gr.
- Agar 13,5gr.
pH final: 7,2 +£ 0,2

Pesar y suspender 36 gr. en 1lt de agua destilada; calentar y agitar hasta la
disolucion total de las particulas en polvo del medio; “No sobre calentar”, autoclavar a
121° C durante 15 minutos, para la esterilizacion del medio, posteriormente enfriar a

unos 35°C, y colocar en placas petri estériles de 100 x 150 mm, unos 22 - 25ml
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aproximadamente del agar, para su posterior utilizaciéon, sembrando muestro
microorganismo con el asa de Kolle circular por la técnica de agotamiento por estria en

superficie.

¥ Interpretacién.

Después de la adecuada incubacion en un periodo de 24 a 48 hrs a 37°C, en una estufa
de laboratorio, se apreciarian los siguientes posibles resultados: Las bacterias lactosa
negativas y sacarosa negativas (Salmonella y Shigella) dan colonias incoloras Las
bacterias lactosa y/o sacarosa-positivas dan colonias purpura violeta negruzco, con o sin

un centro oscuro y quedan rodeadas de una zona incolora.

Tipos de posibles Microorganismos, identificados Agar EMB (Eosina Azul de

Metileno).
Microorganismo. Desarrollo. Color De colonia.
Enterobacter aerogenes Satisfactorio. Rosa.
Escherichia coli. Satisfactorio. Purpura violeta con brillo verde metalico.
Staphylococcus aerus. Inhibido. Negativo

' Agar EMB. (Color del Agar EMB. (Colonias | Agar EMB. (Colonias purpuras
con brillo verde metalico —

medio rojo cerezo). rosa — Lactosa positivo).
I actnca nngitivn).

N

Fuente: Elaboracion propia, resumen de Bibliografia de Textos: I (1) I (6) I (21); e

Electronica: II (
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ANEXO N° 6
AGAR LIA (HIERRO LISINA AGAR).

¥ Fundamento.

Medio de cultivo utilizado para diferenciar microorganismos, especialmente
Salmonella spp., basado en la decarboxilacion / desaminacion de la lisina y en la
produccion de acido sulthidrico. En el medio de cultivo, la peptona y el extracto de
levadura aportan los nutrientes para el desarrollo bacteriano. La glucosa es el hidrato de
carbono fermentable, y la lisina es el sustrato utilizado para detectar la presencia de las
enzimas decarboxilasa y deaminasa. El citrato de hierro y amonio, y el tiosulfato de
sodio, son los indicadores de la produccion de acido sulfhidrico. El purpura de
bromocresol, es el indicador de pH, el cual es de color amarillo a pH igual o menor a

5.2,y de color violeta a pH igual o mayor a 6.8.

Por decarboxilacion de la lisina, se produce la amina cadaverina, que alcaliniza el medio
y esto produce el viraje del indicador al color violeta. La decarboxilacion de la lisina,
tiene lugar en medio acido, por lo que es necesario que la glucosa sea previamente

fermentada.

Los microorganismos que no producen lisina decarboxilasa, pero que son fermentadores
de la glucosa, producen un viraje de la totalidad del medio de cultivo al amarillo, pero a
las 24 hs de incubacion se observa el pico de color violeta debido al consumo de las
peptonas, y el fondo amarillo. La produccion de sulfuro de hidrogeno, se visualiza por
el ennegrecimiento del medio debido a la formacion de sulfuro de hierro. Las cepas de
los géneros Proteus, Providencia y algunas cepas de Morganella, desaminan la lisina,
esto produce un &cido alfa-ceto-carbonico, el cual, con la sal de hierro y bajo la influencia

del oxigeno forma un color rojizo en la superficie del medio.
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¥ Componentes del medio y su preparacioén.

Formulacion para la preparacion de 11t de agar LIA, (Hierro Lisina Agar),

concentracion expresada en gr x It.

- Peptona de gelatina. 5.0 gr.
- Extracto de levadura. 3.0gr.
- Glucosa. 1.0gr.
- Lisina. 10.0gr.
- Citrato de hierro y amonio. 0.5gr.
- Tiosulfato de sodio. 0.04gr.
- Puarpura de bromocresol. 0.02gr.
- Agar. 15.0gr.

pH final: 6.7 £ 0.2

Pesar y suspender 35gr del medio deshidratado en un litro de agua destilada, dejar

embeber unos 15 minutos. Calentar cuidadosamente, agitando con frecuencia y hervir

durante un minuto hasta la disoluciéon completa del medio, autoclavar a 121° C durante

15 minutos, para la esterilizacion del medio, posteriormente eenfriar a unos 35°C, y

colocar en tubos de ensayo de 13 x 100 mm, hasta una tercera parte en forma de pico de

flauta, para su posterior utilizacion de identificacion bioquimica, sembrando muestro

microorganismo por taco profundo de nuestro tubo de ensayo, y luego por estria en

superficie.
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=_—>
Lisina - Lisina - Lisina - \
Descarboxilaciéon + Descarl_)oxt_lacmn - Descarboxilacion -
Desaminacién - Desaminacion - Desaminacién - L
H2S - H2S - H2S _
K/K- AJA- K/A- L
—
Lisina - Lisina - _—
Descarboxilacién - Descaboxilacién - Lisina o
Desaminacion + Déstmiancita % Descarboxilacién -
H2S = H2S . Desaminacién +
H2S + ‘
\ R/R - R/A - R/A + —/

Fuente: Diagnostico microbiologico. Autor: Stephen D. Allen, V.R Dowell, Herbert

M Sommers.
¥ Interpretacion.

Después de la adecuada incubacion en un periodo de 24 hrs a 37°C, en una estufa de

laboratorio se apreciarian las siguientes identificaciones:
Decarboxilacion de la lisina:

e Prueba Positiva: Pico violeta/fondo violeta. (K/K)

e Prueba Negativa: Pico violeta/fondo amarillo. (K/A)
Desaminacion de la lisina:

e Pico rojizo/fondo amarillo. (R/A)
Produccion de acido sulthidrico:

¢ Prueba positiva: Ennegrecimiento del medio (especialmente en el limite del pico

y fondo)
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Tipos de posibles microorganismos, identificados con Agar LIA, (Hierro

Lisina Agar),
Color en la
Color en el pico Ennegrecimiento
Microorganismos. base del
de flauta. del medio.
tubo.
Klebsiella pneumoniae Parpura Parpura Negativo
Escherichia coli Purpura Purpura Negativo

A. K/K, Hz2S -. (lisina +, descarboxilacion de la lisina produce alcalinidad en
todo el medio)

B. K/A, H2S -. (lisina -, no se produce descarboxilacion ni desaminacion)

C. R/A, HzS -, (lisina -, la desaminacién empieza en la parte inclinada)

D. K/A, Hz2S +. (lisina -, no se produce descarboxilacion ni desaminacion)

Fuente: Elaboracion propia, resumen de Bibliografia de Textos: I (1) I (6) I (21); e
Electrénica: II (11).
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ANEXO N°7

AGAR MANITOL SALADO.

¥ Fundamento.

El efecto inhibidor se debe a la alta concentracion cloruro de sodio del medio, Con
la fermentacion de la D (-)-Manitol se genera 4cido que ocasiona el viraje del rojo de
fenol al amarillo, permitiendo asi una mayor claridad en el momento de establecer el

diagnostico, ya que la mayoria de los Estafilococos patogenos fermentan este azicar.

¥ Componentes del medio y su preparacion.

Formulacion para 11t de agar Manitol salado, concentracion expresada en gr x It.

- Extracto de carne lgr.

- Cloruro de sodio. 75gr.

- D (-) Manitol. 10gr.

- Peptona. 10gr.

- Rojo de fenol. 0,025gr.

- Agar agar 15gr.
pH final :7,4 £0,2

Pesar y suspender 108gr. de agar Manitol Salado en 11t de agua destilada; calentar
en bafo maria y/o someter al calor, haciéndolo con agitacion hasta completa disolucion
del medio, autoclavar a 121° C durante 15 minutos, para la esterilizacion del medio,
posteriormente enfriar a unos 35°C, y colocar en placas petri estériles de 100 x 150 mm,

unos 22 - 25ml aproximadamente del agar, para su posterior utilizacién, sembrando
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muestro microorganismo con el asa de Kolle circular por la técnica de agotamiento por

estria en superficie.
¥ Interpretacién.

Después de la adecuada incubacion en un periodo de 24 hrs a 37°C, en una estufa de

laboratorio, se apreciarian los siguientes posibles resultados:

e Los Staphylococcus aureus, por la degradacion del manitol haran viral el color
medio de un color beige rosaceo a un color amarillo, con presencia de colonias

del mismo color, siendo el resultado positivo en este caso.

Microorganismo. Desarrollo. Color De La Colonia.
Enterobacter aerogenes. Inhibido | -

Escherichia coli. Inhibido. | = -
Staphylococcus aureus. Satisfactorio. Amarillo.

s A\

Ll

P —

Agar Manitol Salado. (Beige Agar Manitol Salado. (Viraje de
- Rosiceo). color del medio a amarillo).

(

Fuente: Elaboracion propia, resumen de Bibliografia de Textos: I (1) I (6) I (21); e
Electrénica: II (11).
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ANEXO N° 8

CALDO MRVP (ROJO DE METILO -- VOGES PROSKAUER).

¥ Fundamento.

A. Rojo de Metilo: Este medio permite comprobar la capacidad de los

microorganismos de degradar la glucosa contenida en el medio con la produccion

de una serie de 4cidos mixtos, que llevan el pH del medio por debajo de 4.4

Via Via de 4cidos
Glucolitica MIxtos Diéxido de
Glucosa 5 dcido pirGivico ——> Acidos mixtos carbono
Rojo de metilo Rojo de metilo
(Amarillo) »  (Amarillo)
pH 6,0 pH 4.4 0 menor

Fuente: Diagnostico microbiolégico.
Autor: Stephen D. Allen, V.R Dowell, Herbert M Sommers.

B. Voges Proskauer: Este medio liquido bufferado, contiene peptona y glucosa, y
sirve para evidenciar la capacidad bacteriana de degradar la glucosa contenida en
el medio con la produccion de un compuesto denominado acetil-metil-carbinol
(acetoina), este compuesto reacciona con el hidroxido de potasio formando
diacetilo. El diacetilo y el a-naftol sufren condensacion formando un compuesto

de color rosa a rojo.
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Via del

Via glucolitica . o butilénglicol o
Glucosa ——————  4cido piravicc ——————  acetoina + dioxido de carbono

KOH
Diacetilo

Condensacion
Diacetilo + a-naftol +grupo guanidino (argining) —————— Producto rosa a rojo
(colorante)

Fuente: Diagnostico Microbiolégico.
Autor: Stephen D. Allen, V.R Dowell, Herbert M Sommers.

¥ Componentes del medio y su preparacion.

Formulacion para 11t de caldo MRVP (Rojo de Metilo Voges Proskauer),

concentracion expresada en gr x It.

- Pluripeptona 7.0 gr.

- Glucosa 5.0 gr.

- Fosfato dipotasico 5.0gr.
pH final: 6.9 = 0.2

Pesar y suspender 17 gr del polvo por litro de agua destilada y Calentar suavemente
agitando hasta disolver, para esterilizar posteriormente a 121°C por 15 minutos en el
autoclave, dejar enfriar a unos 35°C, y colocar en tubos de ensayo de 13 x 100 mm, para
su posterior utilizacion de 1identificacion bioquimica, sembrando muestro
microorganismo con el asa de Kolle circular por el método de licuacion enjuagando el

asa en el caldo MRVP.

¥ Interpretacion.
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Después de la adecuada incubacion en un periodo de 24 hrs a 37°C, en una estufa de

laboratorio, se apreciarian los siguientes posibles resultados:

A. Prueba del rojo de metilo: Anadir unas gotas de una solucioén de Rojo de Metilo

al 0.04%, observar el color del medio.

A.1. Resultado prueba del rojo de metilo: Positivo: Color rojo; Negativo:

Color amarillo.

B. Prueba del Voges Proskauer: Anadir 0,6 ml de alfa naftol al 5% en alcohol
etilico absoluto y 0.2 ml de hidroxido de potasio al 40% a 2.5 ml de cultivo.
Agitar vigorosamente el tubo, y dejar a temperatura ambiente durante 10-15

minutos. Observar el color de la superficie del medio.

B.1. Resultado prueba del Voges Proskauer: Positivo: desarrollo de un color
rojo en pocos minutos después de una completa agitacion del tubo; Negativo:

ausencia de color rojo.

Tipos de posibles microorganismos, identificados con caldo MRVP (Rojo de

Metilo Voges Proskauer).

Microorganismo Crecimiento RM \%
E. coli Bueno + -
K. pneumoniae Bueno - +
Enterobacter aerogenes Bueno - +
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C. Limitaciones Del Caldo MRVP (Rojo de Metilo Voges Proskauer).

En algunas cepas positivas para la prueba VP, pueden no desarrollar el color rojo en
la superficie mediante el revelado por la metodologia descripta anteriormente. En estos

casos, se recomienda calentar el medio de cultivo para favorecer el desarrollo de color

1ojo.
" Caldo MRVP J
: — L (Medio inicial). " Rxde Voges
Rx de Rojo
) Proskauer.
De Metilo. - — —

v

-~ ,

f Afiadir: Alfa naftol
al 5% -+ Hidroxido

de potasio al 40%.
R

\ 4
Anadir: Rojo de
L metilo al 0.04 %.

P
[

‘ | Positivo Negativo
color rojo. color
9 amarillo.
\
Enterobacter '
aerogenes. l
Cwrtnvrahantar AlAaA~nn
e " =
Negativo Positivo
color color rojo.
amarillo. N
A

Fuente: Elaboracion propia, resumen de Bibliografia de Textos: I (1) I (6) I (21); e
Electrénica: II (11).
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ANEXO N°09.

MEDIO O-F (MEDIO BASAL DE HUGH Y LEIFSON).

¥ Fundamento.

Su fundamento se basa en el reconocimiento del metabolismo oxidativo y
fermentativo de microorganismos, utilizando para ello carbohidratos (glucosa, lactosa,
sacarosa, etc).

La degradacion de los azucares se pone de manifiesto por el viraje del indicador azul de
bromotimol, a color amarillo. La degradacion se realiza tanto oxidativamente en
presencia del oxigeno del aire, asi como fermentativamente.

En cambio en condiciones anaerobicas solo ocurrira degradacion fermentativa. Si el

indicador vira a azul indica una degradacion desaminante del material organico.
‘¥ Componentes del medio y su preparacion.
Formulaciéon correspondiente a 700ml de Medio O-F (Medio Basal De Hugh Y

Leifson), para reconocimiento de microorganismos degradadores de hidratos de

carbono, concentracion expresada en gr x ml.

- Peptona de caseina. 2gr.
- Extracto de levadura. lgr.
- Cloruro de sodio. Sgr.
- Fosfato dipotasico. 0,3gr.
- Azul de bromotimol. 0,08gr.
- Agar agar. 2,5gr.
pH final =7,1.+0.2
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Pesar y suspender 11gr de medio O-F, en 700 ml de agua destilada, mezclar
hasta disolver; calentar agitando y hervir durante un minuto, para esterilizar
posteriormente a 121°C por 15 minutos en el autoclave, dejar enfriar a 50°C y afiadir
los azucares en solucion acuosa a razon de 10ml por cada 100ml, de medio base.

Los azucares son esterilizados por filtracion de membrana (membrana de celulosa de
0.45um), en caliente, seguidamente se distribuyen en tubos de 13x100 a razén de 5 ml
por tubo y se deja enfriar en posicion vertical. Los tubos que van a ser destinados para
la prueba de fermentacion anaerobica se cubren con parafina, inmediatamente que hallan
enfriado (espesor de la capa de parafina 1 cm), recordar que la siembre de los
microorganismos se realiza por puncion con ayuda del asa de Kolle en la parte profunda

del tubo de ensayo.

¥ Interpretacién.

Después de la adecuada incubacion en un periodo de 18 a 24 hrs a 37°C, en una estufa

de laboratorio, se apreciarian los siguientes posibles resultados:

e La aparicion del color amarillo en los tubos sembrados tanto en los protegidos
por la capa de parafina como en los abiertos, lo cual significa que hay
degradacion Fermentativa o Sacarolitica.

e Si la coloracion amarilla ocurre unicamente en los tubos abiertos, este viraje se
manifiesta cerca de la superficie y los tubos cerrados son de color verde a azul,
entonces se trata de una degradacion Oxidativa del azicar.

e Ademads, si se observa que todos los tubos (abiertos y cerrados) presentan
coloracién verde a azul, entonces se trata de un metabolismo No Sacarolitico o
No Fermentativo.

e Si se observa un enturbamiento en el medio se puede afirmar que el germen es

ademas movil.
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Tipos de posibles microorganismos, identificados con medio O-F (Medio basal de

Hugh y Leifson). Acido

Metabolismo. Aerobio. Anaerobio. Microorganismo.
Medio OF Medio OF +
Parafina.
Oxidativo. (+) Amarillo. (-) Verde. Pseudomona
(A = Acido). (K =Alcalino). aeruginosa.
Fermentativo (+) Amarillo. (+) Amarillo. Staphylococcus
sacarolitico. (A = Acido). (A = Acido). aureu.
No fermentativo (-) Verde. (-) Verde. Alcaligenes
o no sacarolitico. | (K =Alcalino). (K =Alcalino). Faecalis.

v

~

: Medio O-F A/K - (Amarillo Verde -- Acido Alcalino)
— Metabolismo oxidatvo.

Medio O-F.
(Aerobio Y

L

Medio O-F A/A - (Amarillo Amarillo -- Acido
Acido) — Metabolismo Fermentativo.

Fuente: Elaboracion propia, resumen de Bibliografia de Textos: I (1) I (6) I (21); e
Electronica: II (11).
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ANEXO N° 10.
AGAR BASE SANGRE.

¥ Fundamento.

Dada la excelente base nutritiva, permite el crecimiento de practicamente todos los
microorganismos que pudieran estar presentes. Si se afiade sangre se pueden
determinarlas distintas formas de hemolisis que pudieran tener lugar. Si se calienta se
obtiene el Agar Chocolate, también muy empleado. Por la adicion de distintos
antibidticos se obtienen medios con caracteres selectivos

¥ Componentes del medio y su preparacion.

Formulacion para 11t de Agar Base Sangre, concentracion expresada en gr x It.

- Infusion del Musculo Cardiaco (a partir de 10,0gr
375g).
- Peptona de Carne. 10,0gr.
- Sodio Cloruro. 5,0gr.
- Agar. 15,0gr.
pH final: 7,3 £0,2

Pesar y suspender 40gr.de Agar Base Sangre en 11t de agua destilada; calentar y
agitar hasta ebullicion y disolucion total de las particulas en polvo del medio, autoclavar
a 121° C durante 15 minutos, para la esterilizacion del medio, retirar del autoclave y
controlar la T° de medio hasta unos 45°C, para afadir la proporcion de 5% de sangre, de
la proporcion total del preparado; en nuestro caso sangre humana fresca (La sangre puede

ser obtenida de caballo, carnero, conejo, etc).
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Posteriormente enfriar a unos 35°C, y colocar en placas petri estériles de 100 x 150 mm,
unos 22 - 25ml aproximadamente del agar, para su posterior utilizacién, sembrando
muestro microorganismo con el asa de Kolle circular por la técnica de agotamiento por

estria en superficie.

¥ Interpretacion.

Después de la adecuada incubacion en un periodo de 24 hrs a 37°C, en una estufa de

laboratorio, se apreciarian los siguientes posibles resultados:

Identificacion de la Hemolisis:

A) o - hemolisis: Lisis parcial de los eritrocitos que rodean una colonia, que produce

un cambio de color gris-verdoso o amarronado del medio de cultivo.

B) B - hemolisis: Lisis completa de los glébulos rojos que rodean una colonia, que

produce la eliminacion total de la sangre del medio de cultivo.

C) v - hemolisis: Ausencia de hemolisis y, en consecuencia, ninguna alteracion del
color del medio que rodea a una colonia. Los microorganismos que no producen

hemolisis se denominan habitualmente “no hemoliticos”, en lugar de y —

hemoliticos.
Microorganismo. Desarrollo. Transparencia.
Staphylococcus aureus. Bueno. Beta.
Streptococcus Pneumoniae. Bueno. Alfa.
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. Agar Sangre. Color rojo intenso. J

Agar Sangre presencia de un halo
l_/ gris verdoso alrededor de las
colonias o - hemdlisis).

N Agar Sangre, presencia de un halo
L / blanquecino alrededor de las
colonias - hemdlisis).

\ Agar Sangre ausencia de un halo

/ alrededor de la colonia -y hemélisis
0 “No hemoliticos).

Fuente: Elaboracion propia, resumen de Bibliografia de Textos: I (1) I (6) I (21); e
Electronica: 11 (11).
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ANEXO N° 11.

AGAR SULFATO DE BISMUTO.

¥ Fundamento.

Su fundamento es explicito el Bismuto Sulfito y el Verde Brillante inhiben
conjuntamente a las bacterias Gram + y coliformes, no restringiendo en absoluto el
crecimiento de las Salmonellas. A su vez por la presencia de azufre en el medio, los
microorganismos capaces de producir Hidrogeno Sulfuro precipitan Hierro (IT) Sulfuro,
que da lugar a tonalidades marrones méas o menos oscuras ¢ incluso negras. También se
puede reducir el bismuto a metal dando un brillo metalico alrededor de las colonias

correspondientes. Es recomendable hacer un enriquecimiento previo en caldo.

‘¥ Componentes del medio y su preparacion.

Formulacion para 11t de Agar Sulfato de Bismuto, concentracion expresada en gr x

It.
- Indicador De Sulfito Bismuto 8,0gr.
- Extracto De Carne 5,0gr.
- D (+)-Glucosa 5,0gr.
- Hierro (II) Sulfato 0,3gr.
- Peptona 10,0gr.
- Di-Sodio Hidrogeno Fosfato 4,0gr.
pH final:7,7 +£0,2

Pesar y Suspender 52gr de agar Sulfato de Bismuto en 11t de agua destilada, y

calentar agitando frecuentemente, durante 1 minuto, no es necesario el sometimiento del
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medio en el autoclave, posteriormente enfriar a unos 35°C, y colocar en placas petri
estériles de 100 x 150 mm, unos 22 - 25ml aproximadamente del agar, para su posterior
utilizacién, sembrando muestro microorganismo con el asa de Kolle circular por la

técnica de agotamiento por estria en superficie.

¥ Interpretacién.

Después de la adecuada incubacion en un periodo de 24 a48 hrs a 37°C, en una estufa

de laboratorio, se apreciarian los siguientes posibles resultados:

e La Salmonella typhi se presenta en colonias con centro negro y borde claro y

traslacido.
Microorganismos Desarrollo Color De La Colonia
Enterobacter aerogenes. Normal. Marrén A Verde.
Salmonella. Abundante. Negro Con Brillo
Metalico.

Agar Sulfato de Bismuto (Color " Agar Sulfato de Bismuto. (Presencia
amarillo intenso). . de colonias marrones).

Fuente: Elaboracion propia, resumen de Bibliografia de Textos: I (1) I (6) I (21); e
Electronica: 11 (11).
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ANEXO N° 12

MEDIO SIM (SULFURO - MOVILIDAD - INDOL).
¥ Fundamento.

Se fundamenta en la reaccion del triptofano es un aminoécido constituyente de
muchas peptonas, y particularmente de la tripteina, que puede ser oxidado por algunas
bacterias para formar indol. En el proceso interviene un conjunto de enzimas llamadas
triptofanasa. El indol producido se combina con el aldehido del reactivo de Kovacs o de
Erlich, para originar un compuesto de color rojo. Las cepas moviles pueden apreciarse
en este medio, por la turbidez que producen alrededor de la puncion de siembra, mientras
que aquellas cepas productoras de sulthidrico se distinguen por la formaciéon de un
precipitado negro de sulfuro de hierro a partir del tiosulfato siempre que el medio se

mantenga a un pH mayor a 7.2.

/ Trintofanasa \

Triptéfano — Indol + icido pirivico + amoniaco

Condensacion
Acida
Indol + p-N N-dimetilaminobenzaldehido — Compuesto quinoidal

\k Reactivo de Kovac Rojo violiceo /

Fuente: Diagnostico microbioldogico.
Autor: Stephen D. Allen, V.R Dowell, Herbert M Sommers.

¥ Componentes del medio y su preparacion.

Formulacion para 11t de Medio SIM (Sulfuro - Movilidad — Indol), concentracion

expresada en gr x It.
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- Tripteina. 20.0gr.

- Peptona. lgr.

- Sulfato de hierro y amonio. 0.2gr.

- Tiosulfato de sodio. 0.2gr.

- Agar. 3.5gr.
pH final: 7,3 +/- 0,1.

Pesar y suspender 30gr. del agar en polvo por 1 litro de agua destilada, mezclar hasta
disolver; calentar agitando y hervir durante un minuto, para esterilizar posteriormente a
121°C por 15 minutos en el autoclave, dejar enfriar a unos 35°C, y colocar en tubos de
ensayo de 13 x 100 mm, hasta una tercera parte en forma horizontal, para su posterior
utilizacion de identificacion bioquimica, sembrando muestro microorganismo por

puncioén y a la mitad del tubo.

‘¥ Interpretacion.

Después de la adecuada incubacion en un periodo de 18 a 24 hrs a 37°C, en una estufa

de laboratorio, se apreciarian los siguientes posibles resultados:

e Cepas moviles: producen turbidez del medio, que se extiende mas alla de la linea
de siembra.

e Cepas inmoviles: el crecimiento se observa solamente en la linea de siembra.

o Cepas S:H positivas: ennegrecimiento a lo largo de la linea de siembra o en todo
el medio.

e Cepas S:H negativas: el medio permanece sin cambio de color.

e Cepas indol positivas: desarrollo de color rojo luego de agregar el reactivo de
Kovacs.

e Cepas indol negativas: sin cambio de color.
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Tipos de posibles microorganismos, identificados con medio SIM (Sulfuro -
Movilidad — Indol).

Produccion de acido
Microorganismo sulfhidrico Indol Movilidad
Escherichia coli - + +
Klebsiella pneumoniae - +/- -
Enterobacter cloacae. - - +

Medio SIM; S;H (-), Indol
(+), Movilidad (+).

Medio  Medio SIM; S;H (-), Indol
SIM. (-), Movilidad (--).
(Amarillo \

.-"I

 Medio SIM; S;H (-), Indol
(-), Movilidad ().

Fuente: Elaboracion propia, resumen de Bibliografia de Textos: 1 (1) I (6) I (21); e
Electronica: 1T (11).
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ANEXO N° 13.

AGAR KF.

¥ Fundamento.

Su fundamento se relaciona directamente con la maltosa y la lactosa que son los
hidratos de carbono fermentables, que con la peptona y el extracto de levadura
constituyen el conjunto nutriente del medio. El Sodio Azida es el agente selectivo. La
adicion del 2,3,5-Trifenil-2H- Tetrazolio Cloruro da lugar a que los Enterococos, sean
capaces de reducirlo, y puedan desarrollarse.

¥ Componentes del medio y su preparacion.

Formulacion para 11t de Agar KF, concentracion expresada en gr x It.

-  Extracto de Levadura 10,0gr
- Lactosa 1,0gr.
- Maltosa 20,0gr.
- Mezcla de Peptonas 10,0gr.
- Sodio Azida 0,4gr.
- Sodio Cloruro 5,0gr
- Sodio Glicerofosfato 10,0gr.
- Agar 20,0gr.
pH final: 7,2 + 0,2

Pesar y Suspender 76,4gr de agar Streptococos KF en 11t de agua destilada,
calentar y agitar hasta ebullicién y disolucion total de las particulas en polvo del medio,
autoclavar a 121°C durante 15 minutos, para la esterilizacion del medio, posteriormente

enfriar a unos 35°C, y colocar en placas petri estériles de 100 x 150 mm, unos 22 - 25ml
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aproximadamente del agar, para su posterior utilizaciéon, sembrando muestro
microorganismo con el asa de Kolle circular por la técnica de agotamiento por estria en

superficie.

¥ Interpretacién.

Después de la adecuada incubacion en un periodo de 24 a 48 hrs a 37°C, en una estufa

de laboratorio, se apreciarian los siguientes posibles resultados:

Microorganismos. Desarrollo. Color de la colonia.
Enterobacter aerogenes. Inhibido. | = -
Escherichia coli. Inhibido. | -
Enterococcus faecalis. Satisfactorio Amarillas puntoformes.

Agar KF. Agar KF. (Presencia de

| (Color Rojo Vino).
N N

colonias amarillas puntiformes)

Fuente: Elaboracion propia, resumen de Bibliografia de Textos: I (1) I (6) I (21); e
Electronica: 11 (11).
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ANEXO N° 14

AGAR TSI (TRIPLE AZUCAR HIERRO).

¥ Fundamento.

En el medio de cultivo, el extracto de carne y la pluripeptona, aportan los

nutrientes adecuados para el desarrollo bacteriano. La lactosa, sacarosa y glucosa son los

hidratos de carbono fermentables. El tiosulfato de sodio es el sustrato necesario para la

produccion de dcido sulfhidrico, el sulfato de hierro y amonio, es la fuente de iones Fe3*

, los cuales se combinan con el acido sulthidrico y producen sulfuro de hierro, de color

negro. El rojo de fenol es el indicador de pH, y el cloruro de sodio mantiene el balance

osmotico. Por fermentacion de azlcares, se producen acidos, que se detectan por medio

del indicador rojo de fenol, el cual vira al color amarillo en medio acido. El tiosulfato de

sodio se reduce a sulfuro de hidrégeno el que reacciona luego con una sal de hierro

proporcionando el tipico sulfuro de hierro de color negro.

/I_actosa +

Lactosa - Lactosa
Sacarosa + Sacarosa - Sacarosa
Glucosa + Glucosa + Glucosa
CO:> - CO:2 - CO2 -
H:S - H:S - H:S -

AlA- - K/A -

Lactosa + Lactosa + Lactosa
Sacarosa + Sacarosa + Sacarosa
Glucosa + Glucosa + Glucosa
0z = COz + COz -~
H2S + H:S + H2S +

A/A ++

Fuente: Diagnostico Microbioldgico. Autor: Stephen D. Allen, V.R Dowell, Herbert M Sommers.
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¥ Componentes del medio y su preparacion.

Formulacion para la preparacion de 11t de Agar TSI, concentracion expresada en gr

x It.

- Extracto de carne 3.0gr.
- Pluripeptona 20.0gr.
- Cloruro de sodio 5.0 gr.
- Lactosa 10,0gr.
- Sacarosa 10.0gr.
- Glucosa 1.0gr.
- Sulfato de hierro y amonio 0.2gr.
- Tiosulfato de sodio 0.2gr.
- Rojo de fenol 0.025gr.
- Agar base 13.0gr.
pH final: 7,3 + 0,2

Pesar 62,5gr del agar TSI y disolverlo en un 11t de agua destilada, mezclar bien y
calentar con agitacion frecuente, hervir 1 o 2 minutos hasta disolucion total del medio,
para esterilizar posteriormente a 121°C por 15 minutos en el autoclave dejar, enfriar a
unos 35°C, y colocar en tubos de ensayo de 13 x 100 mm, hasta una tercera parte en
forma de pico de flauta, para su posterior utilizaciéon de identificacién bioquimica,
sembrando muestro microorganismo por puncion y a la mitad del tubo, y la parte superior

por estria.
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¥ Interpretacién.

Después de la adecuada incubacion en un periodo de 24 hrs a 37°C, en una estufa de

laboratorio se apreciarian las siguientes identificaciones:

Control.

K/K: Lactosa (-), Sacarosa (-), Glucosa (-), Gas CO2(-), HaS (-).

K/A: Lactosa (-), Sacarosa (+), Glucosa (+), Gas CO2(-), HazS (-).
A/A: Lactosa (+), Sacarosa (+), Glucosa (+), Gas COz2(+), HaS (-).
A/A: Lactosa (+), Sacarosa (+), Glucosa (+), Gas CO2(+), HaS (+).
K/A: Lactosa (-), Sacarosa (-), Glucosa (+), Gas CO2(+), HaS (+).

2020 0R 2

Tipos de posibles Microorganismos, identificados con Agar TSI, (Triple Azicar

Hierro),
Producciéon de
Microorganismo Pico/Fondo Produccion acido
de gas sulfhidrico
Escherichia coli AJA + -
Klebsiella pneumoniae ASA + -
Pseudomona aeruginosa K/K - -
A: acido K: alcalino

Fuente: Elaboracion propia, resumen de Bibliografia de Textos: I (1) I (6) I (21); e
Electronica: II (11).
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ANEXO N° 15

AGAR UREA.

¥ Fundamento.

Es un medio de diferenciacion bioquimica y sirve también para el aislamiento de los
microorganismos degradadores de la turea. La urea contenida en el medio es hidrolizada
y los metabolitos producidos, el CO2 y el amoniaco, alcalinizan al medio haciendo virar
el indicador rojo de fenol a un color rojo cereza. Es un medio altamente tamponado.

¥ Componentes del medio y su preparacion.

Formulacion para 11t de agar Urea, concentracion expresada en gr x It.

- Tripteina 1.0gr.

- Glucosa 1.0gr.

- Cloruro De Sodio 5.0gr.

- Fosfato Mono Potasico 2.0gr.

- Rojo Fenol 0.012gr.

- Agar 15gr.
pH final: 6,8-7,0

Pesar y disolver 24gr del agar, y someter al calor hasta que todas las particulas
solidas en polvo se hallen disueltas, excepto la urea, y controlar el pH a 6.8 - 7,0
autoclavar a 121°C por 15min, y pasar la cantidad indicada de urea en proporcion de
50ml de solucion de urea al 40% x 11t , agregandola cuando el medio este a 50°C, dejar
enfriar a 35°C y colocar el medio en tubos de ensayo de 13x100 mm en forma de pico

de flauta para por posterior sembrado con asa de Kolle a profundidad de los mismos.
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[reasa
Urea —* amoniaco + dioxido de carbono + agua

¥ Interpretacion.
Después de la adecuada incubacion en un periodo de 24 hrs a 37°C, en una estufa de
laboratorio, los microorganismos que tienen la enzima ureasa desdoblan la urea en

amoniaco y en COz, los que hacen virar el rojo de fenol a un color fucsia.

Tipos de posibles microorganismos, identificados con agar Urea.

Microorganismos Desarrollo Ureasa
Enterobacter aerogenes Satisfactorio -
Escherichia coli Satisfactorio -
Klebsiella pneumonie Satisfactorio +

Agar Urea. (Amarillo). } ‘ Agar Urea. (Color fucsia). J

- -

Fuente: Elaboracion propia, resumen de Bibliografia de Textos: I (1) I (6) I (21); e
Electronica: I1 (11).
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ANEXO N° 16

AGAR VRBA (AGAR BILIADO - ROJO NEUTRO - CRISTAL VIOLETA).

¥ Fundamento.

La presencia simultanea de violeta cristal y sales biliares asegura la inhibicion del
crecimiento de las bacterias Gram positivas; A su vez la fermentacion de la lactosa da
lugar por un lado a la formacion de acido, haciendo virar el indicador rojo de metilo, que
junto a la precipitacion de las sales biliares que ocurre siempre alrededor de las colonias,

hacen que se aprecie un color rosa purpura rodeadas de una franja rojiza.

¥ Componentes del medio y su preparacion.

Formulacion para 11t de agar VRBA (Agar Biliado — Rojo Neutro — Cristal Violeta),

concentracion expresada en gr x It.

- Mezcla de Sales Biliares. 1,5gr.
- Violeta Cristal. 0,002gr.
- Rojo Neutro. 0,03gr.
- Lactosa. 10,0gr.
- Extracto de Levadura. 3,0gr.
- Peptona de Gelatina. 7,0gr.
- Sodio Cloruro. 5,0gr.
- Agar. 15,0gr.
pH final: 6,8-7,0

Pesar y suspender 41.5gr. en 11t de agua destilada; calentar y agitar hasta ebullicion

durante 1 minuto; repetir el proceso de hervido con sumo cuidado hasta la completa
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disolucion del medio. No es necesario someter el medio a esterilizacion por autoclave,
posteriormente enfriar a unos 35°C, y colocar en placas petri estériles de 100 x 150 mm,
unos 22 - 25ml aproximadamente del agar, para su posterior utilizacién, sembrando
muestro microorganismo con el asa de Kolle circular por la técnica de agotamiento por

estria en superficie.

Z Interpretacion.

Después de la adecuada incubacion en un periodo de 24 hrs a 44°C, en una estufa de
laboratorio, se apreciarian los siguientes posibles resultados: Las colonias de coliformes

fecales son lactosa positiva, presentan una coloracion rosa purpura.

Tipos de posibles microorganismos, identificados agar VRBA (Agar Biliado —

Rojo Neutro — Cristal Violeta).

Microorganismo. Desarrollo. Color De colonia.
Escherichia coli. Bueno. Rosa Purpura.
Enterobacter aerogenes. Bueno. Rosa Purpura.
Enterobacter cloacae. Bueno. Rosa Purpura.

purpura) — Lactosa (+).

|' Agar VRBA. (color rojo). J ‘ Agar VRBA. (Color rosa J

Fuente: Elaboracion propia, resumen de Bibliografia de Textos: I (1) I (6) I (21); e
Electrénica: II (11).
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ANEXO N° 17
ENSAYO BIOQUIMICO.

PRUEBA DE LA CATALASA Y COAGULASA.

¥ Introduccion De Ensayos bioquimicos

La prueba o ensayo bioquimicos, es una prueba simple que se ha desarrollado para
demostrar en forma clara una determinada caracteristica bioquimica como presencia o
ausencia de una determinada actividad enzimatica, grupo de enzimas o determinada via
metabolica, crecimiento a una determinada temperatura, crecimiento en presencia de

inhibidores, etc.

¥ Prueba De La Catalasa.

— Fundamento.

La catalasa es una enzima que descompone el peroxido de hidrogeno en oxigeno y
agua quimicamente la catalasa es una hemoproteina de estructura similar a la de la
hemoglobina, excepto que los cuatro atomos de hierro de la molécula estan en estado

oxidado (Fe*?), en lugar del estado reducido (Fe*?).

El peroxido de hidrogeno se forma como uno de los productos finales del metabolismo

oxidativo o aerobico de los hidratos de carbono.

2H,0, ———» 2H,O + 1 O; (Burbuja de gas) J
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— Procedimiento:

Con una aguja de inoculacidon o con la parte posterior de un hisopo de madera
estéril, transferir parte del centro de una colonia a la superficie de un portaobjetos.
Agregar una gota de peroxido de hidrégeno a 10 voliimenes y observar la formacion de

burbujas.
- Interpretacion:

La rapida aparicion y produccion sostenida de burbujas de gas o efervescencia
indica una reaccion positiva. Debido a que algunas bacterias poseen enzimas distintas de
la catalasa que pueden descomponer el peroxido de hidrogeno, la observacion de unas
pocas burbujas pequeias después de 20 a 30 segundos no se considera como resultado

positivo.

[ Catalasa (+) -- Staphylococcus aureus. ] { Catalasa (-) — Streptococcus faecalis J

¥ PRUEBA DE LA COAGULASA.

- Fundamento.

La coagulasa es una proteina de composicion quimica desconocida, que tiene
actividad similar a la protrombina, capaz de convertir el fibrindgeno en fibrina, lo que

da como resultado la formacion de coagulo visible en los sistemas apropiados.

La coagulasa se halla presente en dos formas "libre y fija", cada una de ellas posee

diferentes propiedades que requieren el uso de técnicas separadas.
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a) La Coagulasa Fija (Portaobjetos):

Conocida como factor de aglutinacion esta unida a la pared celular bacteriana y
no esté presente en los filtrados de cultivo. Los hilos de fibrina formados entre las células
bacterianas suspendidas en el plasma (fibrindgeno) provocan su aglutinacion. La cual se

indica por la aparicion de agregados visibles en el portaobjeto.
b) Procedimiento.

Colocar dos gotas de agua o suero fisioldgico estériles sobre un portaobjetos de
vidrio. Emulsificar suavemente material de colonias del microorganismo a identificar
Colocar una gota de plasma y mezclar con un palillo de madera. Rotar el portaobjeto

hacia delante y hacia atras, buscando aglutinacion.
¢) La Coagulasa Libre (Prueba En Tubo):

Es una sustancia semejante a la trombina, que se halla presente en los cultivos de
filtrados. Cuando una suspension de bacterias productoras de coagulasa se mezclan con
partes iguales de plasma, se forma un coagulo visible como consecuencia de los factores

de coagulacion del plasma.
d) Procedimiento:

Extraer sangre humana en un tubo de ensayo segun la cantidad de plasma que se
desea obtener y afiadir el EDTA las siglas para denominar el etilendiaminotetraacetato,
sodico o potasico el cual forma quelatos con el calcio y secuestra los iones de Fe y Mg,
se utiliza, en dilucion 1:50. Ejemplo: 0,05 ml EDTA + 2,50 ml de sangre, posteriormente
centrifugar 2500rpm durante 5 a 10min, retirando finalmente el plasma sanguineo con
sumo cuidado del tubo de ensayo, que se halla separado del resto de los componentes

sanguineos en la parte superior del mismo.
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Sembrar las colonias seleccionadas en caldo de infusion cerebro corazén (BHI)
e incubar los tubos a 37°C por 20 a 24 horas, Adicionar 0,1mL de cultivo a tubos que
contengan 0,3mL de plasma humano e incubar a 35 — 37°C durante 4 horas y observar
si se forma un codgulo inclinado ligeramente el tubo. Si en ese momento no se observan
coagulos, reincubar el tubo a temperatura ambiente y leer nuevamente después de 18

horas.

Interpretacion.

Coagulasa (-). Coagulasa (+).

Ningtin signo de formacion de fibrina. Pequeifios coagulos no organizados.

Fuente: Elaboracion propia, resumen de Bibliografia de Textos: I (1) I (6) I (21); e
Electrénica: II (11).
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ANEXO N° 18

TINCION DE GRAM.

‘¥ Fundamento

Desarrollada empiricamente por Christian Gran en 1884 los fundamentos de esta
técnica se basan en las diferencias entre las paredes celulares de las bacterias Gram

positivas y Gram negativas.

La pared celular de las bacterias Gram positivas posee una gruesa capa de
peptidoglucano, ademas de dos clases de acidos teicocos. Anclado en la cara interna de
la pared celular y unida a la membrana plasmatica, se encuentra el acido lipoteicoco, y

mas en la superficie, el acido teicoco que esta anclado solamente en el peptidoglucano.

Por el contrario, la capa de peptidoglucano de las Gram negativas es delgada y se
encuentra unida a una segunda membrana plasmatica exterior por medio de
lipoproteinas. Tiene una capa delgada de peptidoglucano unida a una membrana exterior
de lipoproteinas. La membrana exterior estd hecha de proteinas, fosfolipido y
lipopolisacérido. El cristal violeta actia como un colorante primario, que se une a la
pared celular bacteriana luego de un tratamiento con una solucion débil de iodo (lugol)
(mordiente). Algunas bacterias debido a su naturaleza quimica de sus paredes celulares,
poseen la capacidad de retener el cristal violeta, ain luego del tratamiento con un
decolorante orgénico, tal como una mezcla de alcohol y acetona. Tales bacterias se
denominan Gram positivas. Las bacterias Gram negativas debido a su mayor contenido
lipidico en su pared celular, pierden la coloracion primaria del cristal violeta cuando son
tratadas con el decolorante. El colorante secundario o de contraste utilizado es la
safranina. Las bacterias Gram negativas que han perdido el cristal violeta, aparecen rojas
o rosadas vistas al microscopio, habiendo fijado la safranina como contracolor a sus

paredes celulares.
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FUNDAMENTO DE LA REACCION DE TINCION DE GRAM.

GRAM POSITIVAS.

1

GRAM NEGATIVAS.

FIJACION: Consiste en tomar una colonia con

C:) sumo cuidado de nuestro cultivo ayudandonos con el (::’():.:)
(::DQ) asa de Kolle y colocarla en una lamina cubre objetos (::)

fijandola posteriokmmdite al calor,

00 B 90

CRISTAL VIOLETA: El color violeta tifie todas q

las bacterias de y"—* ¢ intenso.

) IODO: La solucion de yodo (Lugol) da el color J
' ay violeta mds 0 men_“rmemente a : ay

las bacterias.

DECOLORACION: La soluciéon Alcohol — acetona C:)

} decolora a las células gram negativa, no decolora a (::)(:)
N las células grg__sitivas.

SAFRANINA: La solucidn de safranina tifie de

\-") y  color rosa las bacterias que han sido decoloradas por

¢ & el alcohol ':})na.
O

Observar al microscopio Optico a un aumento de

100X con aceite de inmersion.
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¥ Tincion de Gram experimentalmente.

Esterilizar la zona de trabajo donde se extraera la muestra con alcohol de 70° y
colocar una azada de un cultivo a observar, que contenga una mezcla de bacterias Gram
positivas y Gramnegativos, sobre una lamina portaobjeto limpia y de preferencia
también desinfectada con alcohol de 70°, con ayuda de nuestra asa de Kolle esterilizada
al calor y procurando que la misma se halle fria para no dafiar las colonias del medio de

cultivo.

Dejar secar la lamina porta objetos a temperatura ambiente o pasando por la

llama suavemente para obtener la fijacion del frotis.

Colocar la lamina porta objetos sobre un soporte de tincion, y cubrir la superficie
con solucién cristal violeta por 1 minuto, inmediatamente después lavar y retirar el

exceso de cristal violeta con agua de grifo, o con agua destilada
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Colocar nuevamente la lJamina porta objetos sobre un soporte de tincion, y cubrir
la superficie con el preparado con lodo de Gram (Lugol) durante 1 minuto,
inmediatamente después lavar y retirar el exceso del preparado de lodo Gram (Lugol)

con agua de grifo, o con agua destilada

Colocar nuevamente la lamina porta objetos sobre un soporte de tincion, y
cubrir la superficie con unas gotas del decolorante alcohol - acetona hasta no dejar
residuos de colorantes anteriores unos 10 a 20 segundos. Inmediatamente después lavar
y retirar el exceso del decolorante alcohol - acetona con agua de grifo, o con agua

destilada

Colocar nuevamente la lamina porta objetos sobre un soporte de tincion, y
cubrir la superficie con safranina durante 1 minuto, inmediatamente después lavar y
retirar el exceso del decolorante alcohol - acetona con agua de grifo, o con agua

destilada, y dejar secar nuestra lamina porta objetos a T° ambiente.
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REPOSITORIO DE

Colocar la lamina porta objetos, en la platina del microscopio y ajustar el revolver
con los objetivos de aumento del mismo a 100X, para la observacion de la muestra con

aceite de inmersion.

Recomendacion:
Siempre es importante recordar que para una buena observacion al microscopio optico,
debemos de revisar el haz de luz que proviene del diafragma, asi como el correcto aseo
de los objetivos con alcohol isopropidico, para evitar interferentes en la observacion de

nuestra muestra.

Fuente: Elaboracion propia, resumen de Bibliografia de Textos: 1 (2) 1 (6) 1 (9) 1 (10) I
(12); e Electronica: II (2).
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ANEXO N° 19

PREPARACION Y ESTERILIZACION DE MATERIAL DE VIDRIO.

¥ Introduccion.

El calor y otros agentes fisicos se suelen utilizar para esterilizar objetos, como
demuestra el uso que todavia tiene el autoclave en todos los laboratorios de
microbiologia. Los cuatro agentes empleados con mas frecuencia como agentes fisicos

son: calor, filtracion, radiacion ultravioleta y radiacion ionizante.
¥ Bsterilizaciéon

Implica la total inactivacion de todas las formas de vida microbiana en términos de la
capacidad del organismo para reproducirse. El calor es el método mas confiable y
universalmente aplicable de esterilizacion y cuando sea posible debe ser el método de
eleccion. La esterilizacion de una poblacion bacteriana por medio del calor es un proceso

gradual, y la cinética de destruccion es exponencial.

El tiempo para la esterilizacion estd inversamente relacionado con la temperatura de
exposicion, esta relacion puede expresarse como tiempo de muerte térmica, que refiere
al minimo de tiempo requerido para destruir una suspension de organismos con una

temperatura determinada.
‘¥ Diferentes Métodos Adecuados De Esterilizacion.
e Calor humedo.

Destruye rapidamente los virus, las bacterias y los hongos. El calor actia
desnaturalizando y coagulando las proteinas. Estos efectos se deben principalmente a

dos razones:

- El agua es una especie quimica muy reactiva y muchas estructuras bioldgicas son

producidas por reacciones que eliminan agua.
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- El vapor de agua posee un coeficiente de transferencia de calor mucho mas

elevado que el aire.

O Autoclave: Se realiza la esterilizacion por el vapor de agua a presion. El modelo
mas usado es el de Chamberland. Esteriliza a 121° a 1.5 atmosferas de presion

(estas condiciones pueden variar) y se deja el material durante 15 a 20 minutos.

Equipo: Consta de una caldera de cobre, sostenida por una camisa externa
metalica, que en la parte inferior recibe calor por combustion de gas o por una
resistencia eléctrica, estd se cierra en la parte superior por una tapa de bronce.
Esta tapa posee tres orificios, uno para el manémetro, otro para el escape de vapor
en forma de robinete y el tercero, para una valvula de seguridad que funciona por

contrapeso o a resorte.

Funcionamiento: Se coloca agua en la caldera, procurando que su nivel no
alcance a los objetos que se disponen sobre una rejilla de metal. Se cierra
asegurando la tapa, sin ajustar los bulones y se da calor, dejando abierta la valvula
de escape hasta que todo el aire se desaloje y comience la salida de vapor en

forma de chorro continuo y abundante.

v Ventajas del calor himedo:
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- Répido calentamiento y penetracion

- Destruccion de bacterias y esporas en corto tiempo
- No deja residuos toxicos

- Hay un bajo deterioro del material expuesto

- Econdmico

v" Desventajas del calor hiimedo:
- No permite esterilizar soluciones que formen emulsiones con el agua.
- Es corrosivo sobre ciertos instrumentos metalicos.

¥ Calor Seco:

Se requiere temperaturas elevadas y un periodo més prolongado de calentamiento
que la esterilizacion con vapor. El calor seco produce desecacion de la célula, es esto
toxicos por niveles elevados de electrolitos, fusion de membranas. Estos efectos se deben
a la transferencia de calor desde los materiales a los microorganismos que estan en

contacto con €stos.

La accion destructiva del calor sobre proteinas y lipidos requiere mayor temperatura

cuando el material esta seco o la actividad de agua del medio es baja.

0 Estufas: Doble camara, el aire caliente generado por una resistencia, circula por la
cavidad principal y por el espacio entre ambas camaras, a temperatura de 170° C
para el instrumental metalico y a 140° C para el contenido de los tambores.
Se mantiene una temperatura estable mediante termostatos de metal, que al dilatarse

por el calor, cortan el circuito eléctrico.
v Ventajas del calor seco:
- No es corrosivo para metales e instrumentos.

- Permite la esterilizacion de sustancias en polvo y no acuosas, y de sustancias

viscosas no volatiles.

v Desventajas del calor seco:
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- Requiere mayor tiempo de esterilizacion, respecto al calor humedo, debido a

la baja penetracion del calor.

Recomendacion:

Una vez terminada el proceso de control de microorganismos, se se tendra que esterilizar nuevamente el
material de vidrio especialmente placas y tubos de ensayo, en el autoclave (15mina 121 °C, 1.5 atm) con
el fin eliminar los microorganismos antes de proceder a eliminar el medio contaminado a la basura, igual
de importante es eliminar el mismo en contenedores especiales de riesgo bioldgico color rojo, a fin de
evitar la contaminacion ambiental, inmediatamente el material procedera a lavarse con detergente y legia

para nuevamente ser esterilizado estd vez a calor seco (160 — 170 °C durante 1hr), claro después de ser

| correctamente seco y envuelto en papel kraft.

Fuente: Elaboracion propia, resumen de Bibliografia de Textos: I (17) I (18) I (24); e
Electronica: 1I (4).
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ANEXO N° 22

PRUEBAS PARA IDENTIFICAR LAS ESPECIES DE STREPTOCOCCUS.

Grupos de Tipo de

Nombre Fancafieid | Bems s Pruebas bioquimicas
5. pyogenes a | e [Eempeans
S. agalactiae B Beta gf;ﬂé;isggs?teivr;ipurato
Alfa Crecen en bilis e hidrolizan la esculina
Enterococcus sp. D o beta Crecen en NacCl al 6,5 %

Son PYR positivos

A (C, F, G} Colonias diminutas (<1 mm de dia-
¥ no Beta metta) < 2
3 tipable Los del grupo A son bacitracina R vy
IS. anginosus PYR negativos
No tipable Axltel Fermentacion de azticares

o ninguna

No Crecen en bilis e hidrolizan la esculina.
No crecen en NaCl al 68,5 %
Hidrolizan el almidon

Is. bovis b hemolisis

Optoguina R
Alfa Colonias solubles en bilis

IS. grupo viridans | No tipable & ninguna ol 1
3 Fermentacién de azdcares

Optoquina S
I5. pneumoniae No tipable Alfa Colonias saolubles en bilis
Reaccion de «Quellung» positiva

Fuente: Guia de Practicas de Microbiologia Farmacéutica I. — TCSM.

Autor(a): Jave Marquez, Mercedes.

ANEXO N° 23

PRUEBAS PARA IDENTIFICAR LAS ESPECIES DE STAPHYLOCOCCUS.

& 2 B 2
o = = 2 2 =
2 E = = S RS
< = = = =
Cardcter = 3 = g = =
= =4 S 3 = 5
A = b = = %
o3 s 5 o
Tamano de la colonia (grande) —+ — - o —
Pigmento de la colonia = = v v =
Produccién de acido por o —
= 5 “+ v v
fermentacién de manitol
Coagulasa + — — = =
Hemdlisis - - - =T . g
Resistencia a la novobiocina — — -+ =4 = =
Fosfatasa + -+ = == = =
Desoxirribonucleasa - - — — = BT
Hidrolisis del PYR — — == + = =
Ureasa Ava — + — W =
l- . positivo. —, negativo. V, variable.
PYR: L-pirrolidonil-f-naftitamida

Fuente: Guia de Practicas de Microbiologia Farmacéutica I. — UCSM.

Autor(a): Jave Marquez, Mercedes.
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ANEXO N° 24

PRUEBAS PARA IDENTIFICAR LAS ESPECIES DE PSEUDOMONAS.

Pigmentos

Especies de Desnitrificacié Citocormo

Pseudomonas oxidasas Piocinina  Fluoresceina

P. aeruginosa - + + +

P. fluorescens 1(#) + - -

P. putida ; - - +

P. cepacia ; + : ;

P. stutzeri + + - -

P. maltophila . ) ; :

P. pseudomallei 4. + ) ;
i o P

Glucosa ~ Maltosa

P. aeruginosa + - + -

P. fluorescens 1t +/- +/- :

P. putida + + + )

P. cepacia + WK + -

P. stutzeri + + 1L i

P. maltophila i + + +/-

P. pseudomallei 4 + + +

Fuente: Guia de Practicas de Microbiologia Farmacéutica I. — TCSM.

Autor(a): Jave Marquez, Mercedes.
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ANEXO N° 25

MANUAL DE INSTRUCCIONES DEL FOTOMETRO DIGITAL PARA
DETERMINACION DE CLORO RESIDUAL LIBRE. MODELO HI-701.
FREE CHLORINE — HANNA INSTRUMENTS.

Efimado Clinte: Descripcidn Funcional:
Gracios por elegir un producto Hanna Instruments.
Por fovor lea este mamual de inshrucciones 1. Tapa Cubsia

H| m] cuidadosamente antes drle Lﬂmr &l instrumento. i
usted necesta informacion fecnica edicional, no 2. Cuetn con fopa
dude en enviarnos un e-mail a fechihannainst com.

. 3. Sostenedor cubeta
Cloro Libre Examen Preliminar;
Por favor examine esfe producio cuidodesoments, 4 Parfalla LCD
Asegirese que el instumento no este danado. §i
5 Boton

huiese ccumido cudlquier daro dwanfe el
embargus, por favar nofiique a su Disiiouidor.
Cada medidor H 701 &3 suminstrado completo con:

v Doz Cubetos de Mussta y sus Tapas
v leisreactivos en potva para Cloro Liore
* 1Bafeio15VARA Emores y Adverfencias:

v Manual de instruzcionss

Luz Alta: Biiste mucha luz porg realzar

una medicion. Par faver chequee la
Para mas detalles relacionados con ) preparacion de o cubefa cero.
: Luz Bajo: Mo hay sficiente luz para
Earfes delreeuesfos y accesorios ver L.H | ot ura medcin. P faver
Accesorios chequee la preporacion de la cubeta
Especificaciones Técnicas e -
P L0 Cubstos Inveridos: Los cubstes de
muesha y cero astan inverfidas.
Range 000a250ppm [ Bajo Ronga: Un “0.00" porpadeando
Resclugon .01 ppm ln U indica que la mussta absoroe mencs
Brocfitud — H003ppm 13 %de lectura G25°C luz que | referencia cero. Chequee &l
Desviacion L procedimiento y asegleese que usted
EMCTigca 2001 ppm ﬂ ﬂ uilzo  la mima cubsta pora la
Fuentedeluz Dioda Emisor de Luz & 525 nm : referencia (cero) y la medicion.
Detectorluz - Fofocelda de Siicio Jnbore Ranga: Un valor porpodeando de
Metoda Adaptacion del método 330.5 LSEPA, P la miima concenbacion, indica na
Lareaccion entre el clora fore y el ﬁ condicion  de  sobre corga. Lo
reactive OPD causa un finte rosade ' concentracion de la mussia esta mas
enla mussha, alla del rango programada: divya la
Amcierfe  0aS0°C (R 12 N n / muesha y vusiva o ejecuforla prugba.
HR no condensada max. 35% E Bateta Bojo lo boteda debe s
TooBalena  1x 15V A%A h— reemplazada lo antes pasible,
HkNNN Auto-Apagado Lue'grc.:d defmlmlmlsu? usi:; 10 \ h i S Aglod: Eo i |
sequndos luego delalechra. fa Agotada: Bt indica que la
‘ i nsiruments Dimersionas 81541 n 37 Smms (22124 %15 b d boteta este opofoda y dege e
wwrhaanain . 68 Peso 49|22 ot reemplozada. Una ver que esfa
. indcacion &5 desplegada, &
b t interumpida o operacion nomal del

instumento.  Cambie lo bateia y
reinicie &l medidor.
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Pistas para una medicion exacta Accesorios:
Procedimiento de Medicion: + Esimporiante Que i muEsTa N0 contenga suciedad. JUEGOS DE REACTIVOS

o Encienda & medidor por
medo o presonar e

+ TEMpre Que 10 CUDEND & COCO0T dentro de 0 ceiaa
06 MEGCON &0 CEDE EIOY 5ECO &N U eNeRr |
compistoments lok 08 husias doctiares, ooete 0
suciedad. Limpiela cuidadosamente con HI 7311318 0

HI701-2§ Reoctivos pora 25 pruedas Clom Lbre

QIR03 ACCEORC! _
HIT40028 Batenos 1.5V AMA (4 pieas)

boton. Luego que fodos ks 3 .
sgmenis hon 500 ORI POV S ARAGS previo 0 o e, HI 731818 Pofueios pora impicr cubenas 4 pieass
despiegads, "C.1", “Ade" + AQIOTIQ CUDEA] DUECe QENET DUTDUGS Qe COUN HITINAN Cubetas e viand |4 pieaas]
OpOeCEan POPOTECN) EChros mas 0%0:. g obfensr lechas eociar HI 731369 Tapas paro cubesas (4 piezas]
con Frep @ med TEMUEYD e DurDuas par medio 0¢ ogiar o golpear H 93709-50 S0ucn impieza cubetas (230 m
P — SAOVEMETE 0 CUDER.
» Lene lo cubeta con 10 mé. * 10 PET0 QUe l0 M2 [EACCONGIO PEMmanezca Recomendociones pora 0 Usuorios
02 Muesia sin regoconer MUEND TEMPO Ego QU 1a 530 0g7EQaaD &l FEactvo, Anis de A2 €505 PrOGUCHDS, Coegirese Que
Y Ha 8 C00CT 1150 058 PUNa I S, #los 100 Completaments 03Ecu000s PO S8
Cooque 1 Cubets cento * Wego de o lechso & mporionte desechara muesta apicacione: especica: | po € amDete &0 &
o8 meddor y cieme o rmedaiomente, Ge OO MONErS & Vidro s poda ouDlel0s Van 1 ser UAza0es.
1090 0 e, maNGnarénfomma pemanénte. L0 OPEaCOn G €505 TSTumentos puede oV
« Presone ¢ boton. Cuando Cuido lo Baterio inteferencias no  oceplobles 1 eqUDX
ia panfaia muestrs “Add”, SIECTONCOS, feQUIEna0 02 exfa manera que &
CF jrio con “Press” Par GnoMY batedd, & PSTUMENto 5é 0paga ego oe 2 operador fome 15 medidds necesanas para
POPOCENG0, & meador minVios s us y 10 5eguncios Qo de 10 Kchua. comegrestas intererencas.
@nencen. Una batsa nueva 0a Ol menas para 5000 mediciones, Cuaquier variacon nroducida por el wuaro o
o ReMung 0 cubem, gdependiendo de! vl 0 A Cuando ko capaciad de o eQUp0 WMNETOdo podd  degror @
oo y ogegwe @ - batela es0Djo 108, DA Gpareoed N O pONIGLCD  gesempei BVC o Peumento
contenido g2 un paquete | enelinci. PO evitar dofios 0 QuemOAWDs, 1O Coioque &
ge reaco H 125 \ §i 10 bt esta 0eicOrOda ¥ N0 PUEdEN ser Tomaoas instumento €n un homo MCronaas. Para 1o
Vueiva g colocar ia tapa . medicionss X0cs, & INTUMENto MOSTON “DAT™ Lego seQuridod de usted y el instrumento no 10 utiice 0
ogte suovemente por 20 DA COG0 UND por 1 58QUNd0 Y ege 58 apagar. Qimacens en ombientes peigross.
Qo Ve @ Para fencia’ @ rTumento, 0 bateld debe & reempiazaca
colocdr 19 Cubeta cenro paruna nsa
oemedorr. Pora reempiazar o Datesa sga ks pascs sigentes:
» Bpe por 1 mnuo ] + Apogue el insrumenio por medio de sostener & bolon
NEQO presione & bofon 0 [ PG Que & Mediaorse apague. Honng Instuments sé resénvo el derecho 0
presone y soenga @ h + Coloque € ETUMENo D02 0000 ¥ -MUEVa K Cubiend modfca f Gee, Corsuocon y Gpanca
poton  nasta Qe %0 _ ==l meawu"-mm- 08 55 Proguctos Sn previo aviso,
0e5pE0ad0 & medier ¢
fempo en la pantala de
0. — ( : s it
e mp—— I a Para informacion adicional
0 kmo drcia o lSE a, \ confacle a su dishibuidor o
conceniocen de dlon i v Cenho de Servicio ol Clienfe
o &0 pom B megiocr se :
W ¢ kmo Hanna mas cercono. Para
afomirca uego ce 10 enconhior una oficina Hanna en
. s su drea, visite nuestro sifio web.
0 www honnalnst com
§
» Remueva o botend desde su LDICacion | rempioceia por i
= ANNA
» Isele I cubiena O¢ 10 DOMeR y VU O COOCYT @ '
Yoo connGeoiaay. Instruments

Fuente: Bibliografia Electronica II (8): Hannainstruments — Argentina.
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ANEXO N° 26

CERTIFICADO DE CALIDAD DEL REACTIVO HI 93701-0 - HANNA
INSTRUMENTS.

Parameter I:(5RI
Reagent code: HIl 93701-0

Lot number: H474

Expiry date: 10/2015

Measuring range: 0.00 — 5.00 mg/L Free Chlorine

Siandard: Standards of Ceriified KivinO4, according 1o
Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater, 20" ed. 1998, p. 4-64.
All Standards are prepared in a temperature
conditioned environment at 20°C using
deionized water for  analytical use
1ISO3696/BS397, balances periodically
checked with certified weights and Class-A
glassware

Photometer: Reference
Reported values are traceable to NIST 930e S/N 2370

Target value Mean lot value |Passed
Reagent blank 0.00+0.03 0.00 v
Standard 1 0.50+0.03 0.50 v
Standard 2 2.00 +0.06 2.02 v
Calibration reference | 1.000 + 0.040 1.010 v
File number: CERT93701- H474
Chemist: Tinteanu Gabriel

Hanna Instruments S.R.L 5
Com. Nusfalau, Str. Hanna s
457260 - Jud. Salaj - ROMANIA

\

Fuente: Bibliografia Electronica II (8): Hannainstruments — Argentina.
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ANEXO N° 27

MANUAL DE INSTRUCCIONES DEL pH METRO DIGITAL. MODELO HI -
HANNA INSTRUMENTS MOD: 1207.

. : Clecker’
fecken Qhecker

: 7 ’
i the
C . stir gently and wait unti
; 1 abilizes-
OPERATION: g . display stabiliz e
iy s WT & g alaummeddl;zﬂc;.lﬁ‘.: ?r:l?s - For best resulls, recalibrate pe-
craw-lype pH a omibination stk P " i = o bt -
fpuden® 1 with HI 1270 scre it G = : -
. = - ey Included) je normal with pr::“ut;"scﬂ v |MM$§$EJEENNEC_
A 207 seewiype P © 1 HI 1270 (inclu At e NEvER .
(laghan™ T2 W H T o nciuted : e
- 53 HI 1207 (inelu ey ssoiv . TRoDE Up S
Jractroue i . an I 2
s e 4 HI 1706 BNC-ype eec o “ 1 HI 1208 umud_vﬂ! + it the electrode 8 dry, SO?* i in 5y oty DwN—- -
Clockes® 32wt Clacken® 32 ent 0 o S0°C (32 1° D wa oy Sk ot G i
e Environm e I e .
= = : e :G:'K;:‘lcm o i de 1o the with water to minimize contal
e ) 1 gattery Typ® zdc;lg’ 3,000 howrs . Connect the slecirode vl vol - ;
il = Life of Bonunuaus usE meler. o o the - @
i S = -

drops of
&6 x 50 % 25 MM with a few drop

HI 70300 Storage i
Solution in the protective czg:
. pO NOT UsSE DISTILLED R

i ions .
Dimensio Bex2x T

meler) 70 9 (25 oz

e L=
= Waight {
i c € INITIAL PREPARAT!ON.‘ e

i R FOR
ONIZED WATE
is shippe . | W l g‘IE'(')RAGE PURPOSES. 3
The pH aleﬂmdﬁ‘: E‘ﬂm" g (i . Aiways replace the protective
. 4 iyl ' : .
SPECIFICATIONS: Prior l.?eu;o?edi"“ cap and con- + Switch the UM:\»; :E il cap after use.
Range 000 to 14.00 71 -;jm.wi .l‘ne elactrode by s09KING =i Remoie tr:; Dl':ﬁi; of tha elec-
" it 11y in mmerse the he €
0.01 pH ; om 4 em17) 1 im - inlo
Roselufon o2 the tip Lbb“’f""m solution for @ trode (bottom Acm/T™7) 11
fé?ﬁ-'éffs'ﬂ . 2::;1'8 of niours. Thon follow the your sample.
Typical EMC 101 #H calibration procedure beoN:
peviation

CALIBRATION: = Calibration is now complete. HI 1208  Combination pH
+ Dip the tip of the elec- ! ALWAYS USE FRESH electrode 1_2 mm di-
trode (bottom 4cm/ .— . BUFFERS FOR CALIBRATION ameter with BNG
17)in a sample of | -ir connactor
pH 7.01 buffer at room | | BATTERY REPLACEMENT: HI 1270 Combination pH
temperature. Allow the — Replace the ballaries when the electrode, 9 mm di- 1 s " of manimerd, E50
reading to stabilize. f display fades, or (ecker® cannot amater with screw- bretpie e bl ey i
« Use a small screwdriv- be switched on, type conneclor vars Sescard

e 1o adjust the pH 7 [e

tescond Ly B PSS 15 1 Supped

Remova tha ballery HIT0300M Storage solufion

trimmer until the dis- cover on the back of

o | (230 mL) raprm—: g ot e measmment
play reads *7.01" the meter. Insert 2 % A 5 HI 76504/P2 2x1.5V alkaline bat- vk oy b,
« Rinse the electrode new 15V batleries |75 i berles

kot co.

with water and dip it |.
in a sample of pH

while paying atten- ©

Choose from the following Cheches”
ion 1o their polarity.

« i Temberat ol

ratramants

3 X 20 mL sachet solutions:
401 (or 10.01) buffer |7 Batlaries should only be replaced HI 70000P Electrode claaning/ »
solution. Allow the T/ in a safe area using the baflery rinse solution (20mi, e L0 Ui
reading to stabilize. -<r'-»- type 5|:I;er.:ﬁed in this instruction 25 pes)

* With a small screw- "_"g mants:, HI 70004P pH 4 buffer sclution . il .
driver adjust the pH 4/ ACCESSORIES: (25 pes.) il HP\NNP\
0 irimmer uniii e g 48T Combwmation  gH L o er soluth ﬂ inslruments
display reads the cho- | o= | alectrode 12 mm di- (25 pos.)
sen buffer value. ) ameter with screw- HI 70010P pH 10 buffer selution

type conneclor (25 pes)

TR

Fuente: Bibliografia Electronica II (8): Hannainstruments — Argentina.

Http://Www.Hannaarg.Com/
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ANEXO N° 28

MANUAL DE INSTRUCCIONES DEL PORTA FILTRO MILLIPORE FILTER
HOLDER De 47 mm DE DIAMETRO.

MILLIPORE

Sterifil” Aseptic System and
Sterifil 47 mm Filter Holder
User Guide

Diagram of the Sterifl System

Part | Description Part | Description Part | Description Part | Description
A : Rubber cap (qgly 4) G | O-ing A | Rubber cap F | O-ring groove
B : Swinnex 13 mm filter holder | H | Filler holder base with support B | Swinnex [3 mm filler holder | G | O-ring
{ (sold separately) Sifeen C | Port H | Filter holder base with support
C | Port 1| Swpper screen
D | Funnel cover ]| Receiver flask cover D | Funnel cover || Sopper
E | Graduated funnel K | Side arm | E | Graduated funnel
F | O-ring groove L | Receiver flask

Fuente: Bibliografia de Textos: Manual para el usuario del producto.
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ANEXO N° 29.
MANUAL Y DESCRIPCION DE LAS MEMBRANAS DE CELULOSA
ESTERILES DE 0.45uM DE DIAMETRO DE POROS, PALL CORPORATION
METRICEL 47 MM DE DIAMETRO.

Life Sciences Life Sciences

WARNING
= of the in not ified, or failure to follow
GN-6 Metricel® S-Pack all instructions ined in this p i i insert. may result in
b ing of the injury, ol to property

Membrane Disc Filters or the product. Sae Stafement of Warramty in our St vaceal catalog.

= ideal for microbiclogical analysis of agueous solutions.

= Whita, hydrophilic mixed cellulosa aster mambrana. ATTENTION

+ Available with or without grid lnes. L'utilisation de nos produits dans des applications pour lesquelles ils ne
sont pas sper:dles ou le non- n-rampect du mode d’emploi qui figure sur ce
document, peut du produit, e

Ordering Information prodult ou d'autres bians matéries ou représenter un risque pour l'utilisateur.

Prod. No. Description Se référer a la clause de garantie de notre catalogue le plus récent.

Individunl Sterile Packs (5-packs)
h2Ta um, 47 mm, grid, sterie
86068 O, .Jum.m i, grid, staria

ACHTUNG
Der Einsatz dieses Produktes

Anwendungen fiir die es nicht spezifiziert

aaiag 5 pm, "-? mm, grid, starilo ist, oder das Nichtbeachten einiger, in dieser Bedienungsanleitung
66530 5 gegebenen Hinweise kann zu einem i
6265 ——— des Produktes oder anderer Dinge oder gar zu Verle\zungan fithren.

Beachten Sie auch unsere
Autoclave Pacl(-gau
(packages of 10 membranes and 10 absorbent pads

ready Tor autoclaving)

orE 0.8 IEVPHY ADVERTENGIA
El uso de este producto ei o elno
" las instrucciones Indicadas enla ho‘a e Inforacién del producto puede
T122¢6 9 un mal el danos en las instalaciones o
Lot Mo. _ I en el producto y riesgo para el persorlal del laboratorio. Consulte el
apartado de Garantia en nuesiro ultimo catalogo.
Spacifications
Pal Life Sciences certiies that GM-6 Metricel membrane has been manulactured A‘{TE?‘Z'ONE_ . -
far the microblologieal analysis of potabla, waste, procass and natural waters in L dei iin non oil rispetto
accordance with the Membrane Filtration Technique neferenced in Standard di tutte Ie fstruzioni contenute nel presente bollenmo tecnlcn! putrebbem
Methods for e Exarmination of Water and Wastowarler, current ecition. and the portare ad un uti
U8, Emdronmental Protection Agency's Microtvological Methods for Monitoning danneggiare le caratteristiche del prodotto SQEBSG Consultare |ﬂ
the Emamrsmant, GO0 78 G717, > di nel nostro pill recente catalogo.
Flaprasentative samples from the above kol wens lested and met the parmetes
|| forh bolow prreyrey
Filler Medi e
Hydrophills mioed colluloss estos, white SRRIERICEBE N TV L\77'J¢‘7 s/i_ﬁt\fﬁﬂ‘&fiiﬁbti#n.
Pore ﬁﬁl‘(:é!ﬂﬂﬁiﬂl: ﬁiéﬂ’ft\éﬁ ISl B S 1, BISADEGE ED
S e S A R O S
b i)UiT. MT\ WEFDA S O ISR L TH BRI ECH FE 0.
Diameter
A7 mm
Typical Thickness

182 um (& mils)
Recommaended Integrity Test
Miramum Bublbla Point-Witor
1.8 bar (180 kPa, 26.0 pai)
Typical Water Flow Rate
= B4 mL/mindem’ al 0.7 bar (10 kPa. 10 psi)
Wetting Time — 47mm
9

=15

Recovery
Average = 90%

>l poainat pour plate

. Recovery rates of 1olal and fecal
1

colform bactes i A 3 Influence an wicl growth anc

davalopmaont dun 1o chsmical axtractabies Pall Life Sciences Offices:
600 South Wagner Road Australia, Cheltenham, VIC, 03 8586 8150
Ann Arbor, Mi 48103-8019 USA Austria, Wien, 00 1 49 192 0

Tha mambranes will nat significantly affect the pH of the media in which it is
incubated and will therefore not altes the pH out of a & 0.2 unit range,

GCanada, Ontaric, 805-542-G30 —
For ordering or technical information:  Canada, Québec, 514-332-7255

Sterility . 1t i . In USA and Canada China, PR., Beiing, 56-10-8458 4010
Sterilized by gamima iradiation, The stedliization process does not enbancs or Tel: 734-665-0651 France, St Germain-en-Laye, 01 30 61 30 92
inhibit subsacquant growth of organisms., 800-521-1520 ‘Germany, Dreieich, 06103-307 333
Extractables (Boiling Water) Fax: 734-613-5114 Indiia, hiurmbai, 01 (0) 22 55005565
= 2% > italy, Miano, 02 47 79 61

. Japan, Tokyo, 03-6901-5800
Grid Lines . o +B0D 7255 5433 Korea, Seoul, 82-2-560-7834
Bactadnl meovery tasting ahows that gricl nas oo not anhancs or inhibt the Malaysia, Selanger, +60 3 5560 4202
growth of crganiams. Visit Pall Life Sciences on the New Zealand, Harmilten, +64 7 957 9510

Web at www.pall.com/Lab or Poland, Warszawa, 22 510 2100

E-mail us at Lab@pall.com Russia, Moscow. 501 787 76 14
Singapore, (65) 389-6500
’\/.‘4-"‘—'— South Africa, Johannesburg, +27-11-2662800
Spain, Macrid, 91-657-9876

g Sweden, Lund, (0}46 158400

arry Henderson, Director Quality Assurance/egulotony Altesirs Switzerland, Basel, 051-638 39 00
Taiwan, Taipsi, 866 2 2545 5091
Thailand, Bangkok, 66 2937 1055

Applications United Kingdom, Farlington, 02392 302600
Typical appoation of GN-6 Matricol membrone s the solation snd enumeration of Pal, @AED, Metrical. and Microsure ae trademarks of Pall Corporation.

bactern by the Membrane Filter Technigque, This method s accepted by many 8 Inclionia s it el ke LSy,

wanto wathr, drinking water, and indusirial procaas watar taating iaboratonas for 4 2007, Pall Coporation, 10/07 PN 82343V

menitoring water gualily.

Fuente: Bibliografia de Textos: Manual para el usuario del producto.
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referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES DE PARAMETROS
MICROBIOLOGICOS Y PARASITOLOGICOS
. Unidad de Limite maximo
Parametros medida permisible
. Bocteras Coliformes Totales. URC00mLa 0
35°C
. E Coli UFCNODmLa 0™
44 5°C
. Bacteras Coliformes Temotolerantes UFC/T0mLa 0
o Fecales. 44 55
4. Bacterias Heterofroficas UFC/mL a 35°C 500
5. Huevos y larvas de Helmintos, quistes N orgy/L 0
¥ ooguistes de  protozoaros
patogenos.
4. Virus UFC / mL 0
7. Organismos de vida libre, como N arg/L 0
olgos, profozoorios, copépodos,
rofiferos, nematfodos en fodos  sus
estadios evolutivos
UFC = Unidod formodorn de colonias
{*l  Encoso de analizar por la tecnica del MMP por fulbos multigles =< 1,8 /100 mi

Nota 2 Pora una desinfeccion eficoz en los redes de disfiioucion la concertracion residual
libre de cloro o debe ser menor de 0.5 mgl.

Fuente: Bibliografia Electronica II (5): DIGESA (Direccion General De Salud
Ambiental).Http://Www.Digesa.Minsa.Gob.Pe/Index.Asp
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UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES DE PARAMETROS DE
CALDAD ORGANOLEPTICA
Paramefros Unidad de medida Limite maximo permisible

1. Olor - Aceptable
2. abor — Aceptable
3. Color UCY escala Pt/Co 15
4. Turbiedad UNT 5
5. pH Yalor de pH 65 a 85
&, Conductividad [25°C) T8 gylgteT bl gyl 1500
7. Solidos totales disueltos gl 1000
8. Cloruros mig C1- L 250
2. Sulfatos Mg S0y = L 250
10. Dureza total mig CaCO; LT S0
11. Amoniaco mig N L 1.5
12. Hiemro mg Fe L 0.3
13. Mangoneso mig Mn L 0.4
14, Alurmimic mig Al L-1 02
15. Cobre mig Cu L 20
14. finc mg InL! 4.0
17. Sodic mg Na L' 200
UCY = Uridad de color verdadero
UNT = Uridod nefelometica de turbisdad

Hota Z Pora una desinfeccion eficoz en los redes de disfiibuecion la concentracion residueal
libre de cloro o debe ser menor de 0.5 mgl.

Fuente: Bibliografia Electronica II (5): DIGESA (Direccion General De Salud
Ambiental).Http://Www.Digesa.Minsa.Gob.Pe/Index.Asp
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UNIVERSIDAD
CATOLICA

REPOSITORIO DE
- DE SANTA MARIA

TESIS UCSM

) EEMHE§ MAXIMOS PEENISIBEES DE .
PARAMETROS QUIMICOS INORGANICOS Y ORGANICOS
Pardmetros Inorgdnicos Unidad de medida  Limite maximo permisible
1. Anfimonio mg 3o L 0,020
2. Arsénico (nofa 1) mg As L 0010
3. Bario mg Ba L 0,700
4 Boro mgBL! 1,500
5. Codmio mg Cd L 0,003
4. Cianuro mg CN: L1 0.070
7. Clora (nota 2) mg L1 3
8. Clorito mg L? 07
9. Clorato mg L 07
10. Cromo fotal mg Cr L1 0,050
11. Rlor mg F L 1,000
12. Mercurio mg Hg Lt 0,001
13. Niguel mgNi L 0,020
14, Nitratos mgNCs L 50,00
15. Nitritos mg NO; L 3,00 Expaoicion corta
0,20 Exposicion larga

16. Plomo mg Pb L 0.010
17. Selenio mg e L 0010
18. Mclibdeno mg Mo L 0.07
19, Uranio ma UL 0015

Hota Z Pora una desinfeccion eficoz en los redes de disfilbucion la concerntracidn residual
libre de cloro no debe ser mence de 0.5 mgl.

Fuente: Bibliografia Electronica II (5): DIGESA (Direccion General De Salud
Ambiental).Http://Www.Digesa.Minsa.Gob.Pe/Index.Asp
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UNIVERSIDAD
CATOLICA
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

ANEXO N° 31

EQUIPOS DE LABORATORIO.

Autoclave Balanza Analitica. Bomba de Vacio
EASTERN. SCOUT PLUS M.E

Cabina de Seguridad Biologica. | Estufa Incubadora. BM - Horno de Esterilizacion
ESCO MOD: IBC 61010 — 1. CLIMATEC. FANEN MOD: 31558.

Fuente e imagenes: Elaboracion propia.
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Bafo Maria. Lampara UV de 254nm. Microscopio. BELTEC
CLIMATED. LAMAG. MOD: 020446.

—

.......

Phmetro Digital. HANNA Refrigeradora BOSCH
INSTRUMENTS MOD: Cocina Eléctrica. MOD: KDN 43.
1207.

Fuente e imagenes: Elaboracion propia.
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