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RESUMEN

El monitoreo de la calidad sanitaria del agua @atable importancia para la salud humana debitio a
posibilidad de transmisiéon de microorganismos pattdg causantes de enfermedades por via hidriczbj&ivo
del presente trabajo fue incorporar y evaluar garnedios de cultivo, cromogénicos y fluorogénices, los
métodos microbiolégicos empleados en aguas patiadasadores bacterianos de contaminacion (coliésrhotales
y fecales, enterococoEscherichia coli y patdgenos seleccionad@a(monellaVibrio cholerag Aeromonasspp,
Escherichia coliO 157) en aguas de fuentes de abasto (32), sisterdastribucion (57) y aguas costeras con fines
recreativos (42). El analisis estadistico emplefagola prueba de correlacién lineal y de variallependientes,
encontrandose una buena correlacion entre los médicultivo convencionales utilizados para catifes totales y
fecales y los cromogénicos, lo que permitid la mheitacion de los mismos de una forma mas rapidspgdfica.
Se obtuvieron mayores recobrados con caldo Read@aliformes 100 y Readycult Enterococos 100, @hero
con resultados excelentes para su empleo en litetesfermedades de transmision hidrica en aguesrdeimo, y
el segundo, para la vigilancia de aguas costatibzadas para usos recreativos por contacto wirdcambién, se
encontraron resultados satisfactorios en ambos tipcagua marinas y frescas (fuentes de abastaatdm LMX
para la determinacidn de coliformeg&ycoli. La presencia dAeromonasn ausencia de coliformes fecales reitera
la necesidad de considerar este microorganismo cparémetralentro de los criterios microbiolégicos a tener en
cuenta en determinadas situaciones, especialmeraguas de consumo superficiales. Esteslios de cultivo se
recomienda que sean utilizados en el sistema d&angéip de aguas, principalmente para aguas deuntns/
costeras con riesgos de brotes de enfermedadendentsion digestiva o situaciones de emergencia.

INTRODUCCION bacterianos tales como, las del grupo coliforme y
enterococos. Estas técnicas se basan en la ublizac

El deterioro de la calidad sanitaria del agua de sustratos cromogénicos y fluorogénicos que

constituye un riesgo potencial para la salud humana
debido a la posibilidad de transmision por via ib&r
de microorganismos causantes de enfermedades, de
ahi que la determinacion de indicadores bacterianos
de contaminacion sea de notable importancia para el
monitoreo de la calidad microbiolégica.

En las dltimas décadas, se han desarrollado
técnicas bien novedosas para la deteccion y
diferenciacion de bacterias de determinados grupos

detectan reacciones enzimaticas especificas de los
microorganismos, lo que conduce a una mayor
sensibilidad y mas rapida deteccion, ya que pueden
aplicarse a los medios de cultivo de aislamiento
primario sin tener que efectuar necesariamente la
etapa de identificacion (Manadt al, 1991).
Una de las reacciones fluorogénicas o

cromogénicas mas utilizada, es la hidrélisis de
sustratos sintéticos por enzimas bacterianas, que
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provocan una reaccion de fluorescencia cuandosse le

irradia con luz UV de longitudle onda entre 365 y

440 nm, siendo uno de los mas utilizados los

derivados del 4-metilumbeliferona (4-MU).

Los métodos convencionales para la deteccién
de coliformes fecales, enterococoEscherichia coli
son laboriosos y consumidores de tiempo. El uso de
medios con los sustratos cromogénicos y fluorogé-
nicos para las enzimas galactosidasa (LAC) y R3-
glucuronidasa (GUD), se ha incrementado notable-
mentea escala mundiala incorporacion del sustrato
MUG (4-metil-umbeliferona glucurénido) usado
como indicador en el ensayo de tubos miltiples o en
la técnica de filtracion de membrana es considerado
de notable importancia. Este sustrato es hidradizad
por la enzima R-glucuronidasa, enzima que poseen el
90% de las cepas descherichia coli produciendo en
el medio un compuesto fluorogénico, facil de detect
con luz UV en alrededor de 18-24 horas.

También es de importancia la determinacion, en
algunos casos, de patdgenos bacterianos tales como
Escherichia coli 0157:H7 y Salmonella E. coli
0157:H7 se considera un enteropatdégeno bacteriano
emergente de interés clinico debido a su asociacién
como agente causal en la diarrea con sangre y el
sindrome urémico hemoliticd&almonellaspp esta
involucrada en gastroenteritis en humanos. La
presencia de estos microorganismos en el agua se
considera un factor de riesgo para la salud, pqué
su vigilancia es fundamental, al igual que losdisti
especiales que se llevan a cabo en caso de brotes.

Entre estos medios se pueden citar caldo
Readycult 100 para coliformes (Merck, 2000), caldo
Readycult 100 para enterococos (Merck, 2000), caldo
Fluorocult LMX, agar Chromocult para coliformes y
agar Fluorocult pargscherichia coliO157:H7. Estos
medios poseen las siguientes ventajas:

- ConvenienciaEn algunos casos como los caldos
Readycult, el medio se comercializa en un paquete
listo para usar, se puede utilizar en los lugares d
muestreo, no requiere preparacion del medio de
cultivo, sélo se agrega el medio a la muestra de
agua y después del tiempo de incubacién se leen
los resultados.

- Rapidez Los resultados estan a las 18-24 h, antes
que con los medios convencionales.

- Facil de leer La interpretacion se da con un
cambio de color o una fluorescencia.

- Econdmico Se utiliza menos cristaleria y menos
tiempo de trabajo del personal técnico.

- Alta confiabilidad La reaccion enzimatica es
altamente especifica con el sustrato.

El objetivo del trabajo ha sido incorporar y
evaluar los medios de cultivo cromogénicos y
fluorogénicos de dos firmas productoras (Merck y
BIOCEN) empleados en la determinacion de indica-
dores de contaminacion y patdgenos bacterianos se-
leccionados en muestras de diferentes tipos de agua

MATERIAL Y METODOS

La procedencia y numero de muestras ha sido la
siguiente:
- Aguas subterraneas: pozos: 16
- Aguas superficiales: fuente de abastecimiento de
agua: 16
- Aguas del sistema de distribucién: 57
- Aguas costeras utilizadas en fines recreativos: 42

Las muestras de agua fueron recolectadas entre
los afios 2000 (febrero-diciembre) y 2001 (enero-
mayo) con una frecuencia semanal, efectuandose la
toma, transporte y conservacion de las mismas segun
recomendaciones de APHA (1995) y procedimientos
normalizados de operacion (PNO) para el muestreo
del laboratorio.

Se llevé a cabo el control de cada lote de medios
de cultivo empleados utilizando cepas de referepcia
salvajes procedentes del laboratorio de Control de
Calidad y Medios de Cultivo del INHEM. Para la
preparacién, empleo e interpretacion de los metkos
cultivo con sustratos cromogénicos y fluorogénicos
se siguieron las recomendaciones de los fabricantes

La metodologia empleada para la determinacion
de los indicadores bacterianos de contaminacion
(coliformes totales y fecaled:scherichia coliy
enterococos) fue la técnica de tubos multiples, la
técnica de filtracion por membrana y la técnica de
presencia y ausencia recomendada por APHA (1995).
La determinacién de enterococos se realizé sola par
las muestras de aguas costeras.

Los medios de cultivo utlizados para la
determinacion de indicadores bacterianos se citan a
continuacion, con las siglas y fabricante entre
paréntesis: Caldo Bilis Verde Brillante (BRILA,
Merck), caldo Bilis Verde Brillante (BVB, Biocen),
caldo EC (EC, Merck), caldo EC (ECB, Biocen),
caldo LMX (LMX), agar Chromocult (CC, Merck),
agar ECD (ECD, Fluorocult), agar mFC (mFC), agar
mEndo LES (mEndo LES).

La determinacion de patdgenos bacterianos
(Salmonella Escherichia coli, Vibrioy Aeromonak
se realiz6 segun recomendaciones de APHA (1995),
OPS (1994), SCA (1994) y procedimientos normali-
zados de operacion (PNO) del laboratorio, incorpo-
randose en la etapa de aislamiento el agar Rambach
(Merck) para Salmonellay el agar Fluorocult
Escherichia coliO157:H7 (Merck) pard. coli. La
técnica deSalmonellase llevo a cabo sélo en fuentes
de abasto de agua (aguas subterraneas y supesdjcial
mientras que los otropatégenos bacterianos se
realizaron en los diferentes tipos de agua.

RESULTADOS Y DISCUSION

Indicadores bacterianos

En la Tabla 1 se observa el 100 % de recobrado con
los medios de cultivo novedosos y los convencianale

ISSN 1579-1734. Deposito legal GR-222/2002.



M. I. GONzALEZ GONZALEZ, T. TORRESROJAS S.CHIROLESRUBALCABA, M. MANAFI

424

Medios de cultivo fluorogénicos y cromogénicos yesaluacion en aguas de consumo y costeras
Hig. Sanid. Ambien®: 422-430 (2009)

TABLA 1. Numero (%) de muestras positivas en aguade fuentes de abasto

(N=32). INHEM 2000-2001.

de positividad a colifor-

mes fecales con relacién
a un 46.87% en agar CC
y un 43.75% en agar

COLIFORMES | COLIFORMES Escherichia ECD.
MEDIOS DE TOTALES FECALES coli En agar CC y agar
CULTIVO N (+) % N (+) % N (+) % ECD se observé la pre-
BRILA 32 100.0 sencia de Aeromonas
BVB 32 100.0 spp lo que justifica los
LMX 32 100.0 32 100.0| bajos porcentajes de
EC 32 100.0 coliformes en dichos
ECB 32 100.0 medios. Estos resultados
mENDO LES 30 93.75 coinciden con los repor-
mEC 30 93.75 tados por otros autores
cC 15 46.87 (Geissler et al, 2000)
ECD 14 43 75 que fhan e_ncontratc)llo una
interferencia notable en
ggﬁﬁz\é%lfvlfgs 100 32 100.0 32 100.0| los conteos de colifor-

empleados para coliformes totales y fecales eadaas de
fuentes de abasto analizadas con la técnica des tubo
multiples. Con respecto al caldo Readycult para@otiés

y E. coli todas las muestras analizadas fueron positivas, lo
gue coincide con lo detectado en los medios devoult

anteriormente citados.

Sin embargo, por la técnica de filtracion de
membrana si hubo diferencias entre agar mFC y agar
CC y ECD, para la determinacién de coliformes
fecales yE. coli. En agar mFC se obtuvo un 93.75%

mes en agar CC con
otras bacterias no coli-
formes, en especial de
los génerosAeromonasy Vibrio. Se ha demostrado
qgue las bacterias de estos géneros son capaces de
producir p-D-galactosidasa (Alonscet al, 1996;
Davies et al, 1995) por lo que se recomienda la
incorporacion del cefsulodin para la obtencion de
mayores recobrados de coliformes. En la actualidad,
se esta comercializando un nuevo medio de agar CC
(Merck), con la inclusion de este antibiético para
evitar los falsos positivos.

TABLA 2. Numero (%) de muestras positivas en aguasiarinas (N = 42). INHEM, 2000-2001.

MEDIOS
DE CULTIVO

COLIFORMES
TOTALES

Escherichia Enterococos

COLIFORMES .
coli

FECALES

N (+) %

N (+) % NH | % |[N@H | %

BRILA

42 100.0

BVB

42 100.0

LMX

42 100.0

39 92.85

EC

42 100.0

ECB

42 100.0

mENDO LES

41 97.61

mFC

41 97.61

CcC

30 71.42

ECD

36 85.71

READYCULT

COLIFORMES 100

42 0

42 0

READYCULT

ENTEROCOCOS 100

42 100.0

Caldo enterococos

42 100.0

Caldo purpura
bromocresol

42 100.0

Agar Slanetz -Bartley

39 92.85
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Tabla 3. Coeficiente de correlacion lineal entre
los medios de cultivo de coliformes totales
(convencional y cromogénico-fluorogénico) en
las aguas analizadas.

Medio de cultivo r Y

BRILA-BVB 0.969949* | 0.937115*
BRILA-LMX 0.834992* | 0.717291*
BVB-LMX 0.850232* | 0.755973*

*p<0.05; r: coeficiente de correlacién; y: pendeent

En las 57 muestras de agua procedentes del
sistema de distribucion, los resultados obtenidos
fueron negativos en su mayoria para coliformes
totales y fecales yEscherichia coli Sélo dos
muestras fueron positivas (3.5%) con el caldo
Readycult coliformes 100 en las de fuentes de abast
de aguas superficiales, lo que reitera la espétafic
del caldo. Este medio de cultivo se comercializa en
ampulas plasticas con el medio deshidratado para
volimenes de 100 ml de la muestra de agua a
analizar, lo que resulta muy practico y sencillo de

Tabla 4. Coeficiente de correlacion lineal entre

los medios de cultivo de coliformes fecales y

Escherichia coli (convencional y cromogénico-
fluorogénico) en las aguas analizadas.

Medio de cultivo r Y

EC-ECB 0.957441* 0.9476214
EC-LMX 0.720073* 0.551026*
ECB-LMX 0.721830* 0.558094*

*p<0.05; r: coeficiente de correlacién; y: pendeent

utilizar para la determinacion de coliforme&gche-
richia coli, especialmente en brotes de enfermedades
de transmisiéon hidrica y en situaciones de emergen-
cia. Estos resultados reiteran la efectividad yeen
niencia de este medio de cultivo para la evaluagén

la calidad del agua principalmente en dichas
situaciones y asi, obtener resultados mas rapidos y
confiables.

En la Tabla 2 se observan los resultados obteni-
dos en aguas marinas. De las 42 muestras analizadas
se obtuvo un 100% de positividad para coliformes
totales y fecales, y un 92.85% pd&tsacherichia coli
con los medios empleados por la técnica de tubos
multiples, similar a lo detectado en aguas subterra
neas y superficiales. Sin embargo, los recobrados p
la técnica de filtracion de membrana fueron
inferiores, en mFC fue mayor (97.6%) con relacion a
agar CC (71.42 %) y agar ECD (85.7%). En estos dos
ultimos medios, se detect6 la presenciddmmonas
interfiriendo en los resultados &e coli

Los resultados para caldo Readycult coliformes
100 fueron negativos para todas las muestras de
aguas marinas analizadas. El incremento de la
concentracion de sales en el medio debido a la
salinidad del agua de mar, afecta el recobrado de
Escherichia coli Diferentes estudios realizados por
investigadores (Barcinat al, 1997; Pommepugt
al., 1996) han demostrado el impacto de varios
factores abioticos y bidticos que afectan la super-
vivencia de los coliformes Escherichia colien agua
de mar, entre los que se encuentran la temperédura,
luz solar, la presion osmética y la salinidad.

Por otra parte, Fujisawat al (2000) descri-
bieron los efectos de varias concentraciones de
cloruro de sodio sobre la actividad de la R-
glucuronidasa de células intactas y sonicadasC.de
perfringensy E. coli en heces fecales humanas. Las
células deE. coli presentaron mayor actividad de R3-
glucuronidasa en 0.1% NaCl y menores a 0.1%, 0.5%
y 0.95% de NaCl. Estos resultados indicaron que las
diferentes concentraciones de NaCl influian soare |
permeabilidad de las células de ambas especies y
afectaba la actividad de la enzima. Todo ello @odri
ser una justificacion a los resultados negativas pa
coliformes con caldo Readycult coliformes 100, ya
que este medio posee una concentracion de 0.25g de
NaCl en 100 ml de la muestra de agua. Si a elle se
incrementa el contenido de sales que presentaual ag
de mar, la concentracion de sal en el medio dévoult
aumenta y por ende, podria disminuir la actividad
enzimatica.

En estudios mas recientes se propone medir la
actividad de la R-D glucuronidasa en las bacterias
aléctonas, entre ella€. coli, por su actividad
metabolica celular del estado viable y no cultieabl
de la bacteria en el medio acuatico (Geoegel,
2000; 2001). También, se ha reportado por Cagtiso
al. (1998), la rapida deteccion &e coli con la apli-
cacion de un ensayo enzimatico usando el sustrato 4
metil umbeliferona- R-D glucurénido (MUG) por
espectrofluorometria para la determinacion de la
contaminacion fecal en aguas costeras demostrandose
una correlacion significativa entre esta técniclasy
de cultivo en placa (agar m-FC) y microscopia
(inmunofluorescencia directa).

Con respecto a los analisis llevados a cabo para
la determinacion recomendada de enterococos para
las aguas marinas, se obtuvo una alta positividad e
todos los medios de cultivo empleados (100% en
caldo Enterococos, caldo Readycult enterococos 100
y caldo puarpura de bromocresol y un 92.85% en agar
Slanetz Bartley). Estos resultados coinciden can lo
reportados por otros investigadores (Amorés y
Alonso, 1996) donde se recuperan altos porcentajes
de estos microorganismos, indicadores bacteria@os d
contaminacion fecal, en este tipo de agua. En la
actualidad, la determinacion de enterococos e part
de las normativas y criterios microbiolégicos pkra
evaluacion de riesgo al bafiista en aguas con fines
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aguas de consumo y costeras

bajos entre EC-LMX (0.720) y ECB

Tabla 5. Niumero de muestras positivas (%) de patéges y LMX (0.721). Al aplicar el test de
bacterianos en diferentes tipos de agua. INHEM 2002001. variables dependientes, se encontré
gue entre los medios convencionales

Vibrio Aeromonas (EC y ECB) no hubo valores

Fuente de agua significativamente  diferentes, sin
- g N % N % embargo si existian diferencias entre

Subterraneas (N=16) 4 25.0 8 50.( EC-LMX y ECB-LMX. Los mayores
Superficiales (N=16) 9| 5625 10 62,5 valores de medias geometricas

encontrados fueron para LMX
Sistema de distribucion (N=57) 1 1.75 9 15.7 (1.9492) con relacién a EC (1.5603) y

: ~ ECB (1.5929).

Marinas (N=42) 42 100. 13 30.9 En ambos casos, para coliformes

recreativos para numerosos paises, en especial de
climas templados.

El andlisis estadistico llevado a cabo entre los
medios de cultivo convencionales y cromogénicos de
coliformes totales y fecalesB. coli se observan en
las Tablas 3 y 4. En la Tabla 3 se observan los
resultados de la correlaciéon lineal existiendo una
buena correlacién entre estos medios con el mayor
valor entre BRILA-BVB (0.969). A pesar de que con
la prueba de correlacion se obtuvieron resultados
positivos entre los medios de cultivo para colifesm
al aplicar el test de variables dependientes hifiee d
rencias significativas entre BRILA-LMX y BVB-
LMX. Al analizar las medias geométricas, se obser-
vaban mayores valores para el caldo LMX (2.3821)
con relacion al BVB (2.0321) y BRILA (1.9957), lo
que concuerda con los mejores recobrados para el
caldo LMX.

En la Tabla 4 se aprecia una correlacion lineal
entre los medios de coliformes fecales con valores
mas altos entre EC y ECB (0.9574) y valores mas

totales con los medios convencio-
nales (BV y BRILA) y los medios
empleados para coliformes fecaleEscherichia coli

(EC y ECB) se obtuvieron resultados semejantes. Sin
embargo, a pesar de ser positivas las correlacgines
se observaron diferencias en el recobrado con el
medio de nueva introduccién: LMX.

La conveniencia de este medio de cultivo para la
determinacion de coliformes totales Bscherichia
coli, se ha reportado por otros investigadores (Manafi
y Kneifel, 1989; Geissleet al, 2000) ya que los
resultados se obtienen en un dia en comparacién a 4
6 dias utilizando los métodos tradicionales. Ademas
la especificidad y rapidez de este medio lo hacg mu
Gtil en la evaluacién sanitaria de aguas, ya que el
grupo coliforme esta presente en la mayoria de las
normativas higiénicas sanitarias vigentes.

Patégenos bacterianos

En las muestras analizadas de aguas de fuentes
de abasto (subterrdnea y superficial), del sistdena
distribucidon y marinas no se ais&almonellani E.

TABLA 6. Numero de cepas de las especies identifitas segln el medio de cultivo empleado y la técnica
INHEM, 2000-2001.

Filtracion de Membrana Tubos muiples-

Especies bacterianas resencia / ausencia

Agar | Agar | Agar | Agar | R-C Caldo | Caldo | Caldo | TOTAL

mFC | Endo | CC ECD 100 LMX EC ECB
Escherichia coli 34 44 27 14 61 86 34 29 329
Klebsiella pneumoniae 5 14 3 3 18 11 6 5 65
Klebsiella oxytoca 1 3 - - 2 14 1 5 26
Enterobacter aerogenes 1 2 2 3 2 6 - - 16
Citrobacter freundii - 3 - - 2 2 1 - 8
Serratia liquefaciens 1 1 1 - 2 2 - - 7
Enterobacter agglomerans - 4 1 1 - - - - 6
Enterobacter cloacae 1 - 1 - - - 3 - 5
Citrobacter diversus - 2 - - 2 1 5
Serratia marcescens - - - - 2 - - - 2
Citrobacter amalonaticus - 1 - - - - - - 1
TOTAL 43 74 35 21 89 121 47 40 470
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coli 0157:H7, s6lo se detectaron microorganismos de
los género¥ibrio y AeromonagTabla 5).

Como se muestra en los resultados obtenidos, la
presencia del génerderomonases frecuente en las
aguas dulces y mas baja en aguas marinas donde
prevalece el génerdibrio lo que concuerda con sus
requerimientos con respecto a la concentracion de
sales. El génercAeromonasse recobr6 en altos
porcentajes en aguas superficiales y subterrafeas,
gue justifica su habitat de ambientes dulceacuscola
Este género se ha aislado en fuentes de aguas super
ficiales con distintos estados troficos y diferente
niveles de contaminacion fecal (Holmetsal, 1996)
relacionandose con indicadores de bacterianos de
contaminacion fecal como coliformes, por lo que en
algunos casos se incluye en criterios para el
monitoreo de la calidad microbiolégica de agua.

Se debe sefialar quAeromonasspp no se
encuentra como microflora autdctona en aguas
subterraneas (Holmest al, 1996), pero si se ha
reportado como parte de ella en pozos de aguas
mineromedicinales con un bajo namero de bacterias
(Mossoet al, 1994). Debido al riesgo para la salud
gue implica la presencia de dicho enteropatégeno en
estas fuentes de aguas subterraneas, se ha pmpuest
(Warburton, 1993; Warburton, 2000) la determina-
cion de Aeromonas hydrophiladentro de los
requisitos microbiolégicos en las nuevas normativas
para aguas de bebida envasada de algunos paises,
como por ejemplo Canada.

El géneroVibrio tampoco se encuentra formando
parte de la microflora autéctona de las aguas
subterrdneas sin embargo, existen algunos reportes
donde se plantea su presencia, por ejemplo, dusante
brote de célera en Portugal (Blakieal. 1977).Vibrio
choleraese asocid al agua contaminada procedente
de un rio que se infiltraba a través de las fisquas
presentaban las rocas calizas del subsuelo, dando
lugar a la contaminacién de dos manantiales que
suministraban agua para embotellar.

Es de destacar la presencia reiterada del género
Aeromonasen las muestras de agua recolectadas en
los sistemasle distribucion, a pesar de no detectarse
coliformes por las técnicas empleadas. De 57
muestras analizadas, nueve fueron positivas (15.7%)
en presencia de cloro lo que indica una vez mas que
la presencia) de coliformes propuestos en la mayori
de las normativas para la vigilancia de aguas de
consumo, no garantiza que el agua esté libre de
bacterias patégenos, fundamentalmente si las aguas
del sistema de distribucion proceden de aguas
superficiales.

Las bacterias del génerBeromonasse han
aislado en aguas de sistemas de distribucién como
resultado de un tratamiento de desinfeccion inade-
cuado ypueden favorecer la formaciéon de biopeli-
culas que se forma en las tuberias del sistema
formando parte de ella. En estas se pueden
multiplicar y persistir debido a su nutricién, artpa
de un amplio rango de compuestos de bajo peso

molecular (aminoacidos, carbohidratos y acidos
carboxilicos), péptidos y acidos grasos, en congent
ciones tan bajas como Qg de carbono por litro
(Holmeset al., 1996).

Por otra parte, algunos investigadores (Sasti
al., 1998) demostraron que dichas bacterias mostra-
ban una resistencia moderada al cloro a su vez
influenciada por la temperatura del agua. Ellos
observaron que cuando la temperatura era de 20°C
(de verano), la eficacia de las concentraciones de
cloro examinadas eran de dos a tres veces mas bajas
que a temperaturas de 5°C (invernales). Si se
considera que la temperatura media anual aproximada
de las aguas en Cuba es de 23°C, se pudiera pensar
que la dosis de cloro en el sistema de distribuciéon
pierde efectividad frente a las bacterias de esterp
y no inhibe su crecimiento.

Con respecto al géneBalmonellaen anteriores
investigaciones llevadas a cabo en esas mismas
fuentes de aguas subterraneas y superficiale® si s
aisl6 Salmonella con la ausencia de coliformes
fecales (Gonzéleet al, 1993) a diferencia de este
estudio donde no hubo aislamiento con ninguno de
los medios de cultivo utilizados, quizds debidana u
mejor proteccién sanitaria actual de las fuentes de
abasto de agua analizadas.

De forma general, los agentes patdégenos son
excretados constantemente al ambiente acuético por
seres humanos y animales con concentraciones
variables. Las aguas residuales domésticas y las
escorrentias pluviales son las vias de transpate d
estos microorganismos s cuerpos receptores
superficiales, y a través de barreras inadecuadas
segun el tipo de suelpozona no saturada, llegan a las
aguas subterraneas. De ahi la importancia de las
actividades de monitoreo, el tratamiento de lassagu
residuales, el control de las aguas de escorrgrela
tratamiento y abastecimiento adecuado de la fuente
de agua.

Entre los microorganismos que afectan la calidad
microbiolégica de las aguas costeras se encuentran
las especies deibrio y Aeromonagbacterias natura-
les del medio marino que pueden estar asociados con
infecciones en el hombre y se han relacionado con
indicadores de contaminacion convencional como los
coliformes totales y fecale€.. perfringensenteroco-
cos y otros patogenoSgimonellaP. aeruginosaC.
albicang en aguas costeras con fines recreativos. Por
lo general, las infecciones mas frecuentes asciada
con estas aguas causadas por el géWémno son
gastroenteritis, otitis e infecciones en heridas.

Esto es de interés, ya que se obtuvo positividad
para los géneros d¥ibrio (100%) y Aeromonas
(30.9%) en aguas marinas y aunque estos microorga-
nismos son autoctonos de aguas, se deben considerar
en determinadas ocasiones, como patégenos poten-
ciales de posible riesgo para la salud humana.

La especie mas frecuentemente detectada dentro
del géneroVibrio fue V. choleraeno O1. La amplia
distribucion deV. choleraeno O1 en diferentes tipos
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de agua se ha reportado por diversos investigadores
(Chowdhury et al, 1992; Gonzalez, 2002, Huq y
Colwell, 1996). Los miembros de esta especie son
autoctonos de los ecosistemas acuaticos y su
presencia, no necesariamente, esta asociada con la
contaminacion fecal. Ellos pueden sobrevivir en
aguas dulces y marinas en su estado viable y
cultivable y en condiciones adversas, convertirse e
una forma viable pero no cultivable.

Numerosas infecciones humanas asociadas con
Vibrio choleraeno O1 se han reportado mundial-
mente. Entre ellas se encuentran gastroenteritis,
septicemia, bacteriemia, meningitis, infecciones en
heridas y oido, especialmente después del consumo
de alimentos marinos crudos o mal cocidos o el
contacto con el agua de mar (Fernaneteal, 2000;
Hlady y Klontz, 1996). De ahi la importancia de
considerar su presencia en las aguas estudiadas,
principalmente las de aguas de consumo y las
recreativas.

Con respecto al génerderomonas la especie
prevalente especialmente en aguas dulces Aue
hydrophila Esto coincide con resultados encontrados
anteriormente por otros investigadores (Araef@l,
1991; Gonzéalez, 2002; Holmex al, 1996) donde
este biotipo aerogénico predominaba en aguas
oligotréficas, destacandose también un alto potcien
de cepas enterotoxigénicas de esta especie en un
estudio llevado a cabo en aguas recreativas (Gamzal
et al, 1992), lo que indica la importancia de Fonsi-
derarlas en determinadas ocasiones como posibles
patégenos potencialederomonas hydrophilse ha
reportado por otros autores en aguas subterré@eas,
especial en aguas mineromedicinales (Massal,
1994) y es de especial interés en la actualidaldsen
normativas de Canadd en aguas envasadas
(Warburton y Austin, 2000), contemplandose dentro
de los criterios microbioldgicos junto con otros
indicadores sanitarios para el monitoreo de losslot
de agua envasada en una industria, desde su
captacion hasta su procesamiento y comercializacion

Un total de 470 cepas (173 con los medios de
filtracion de membrana y 297 en los medios de
presencia y ausencia y de tubos mudltiples) fueron
aisladas de los diferentes medios utilizados siéado
especie mas frecuenie coli (329 cepas), seguida de
K. pneumoniad65 cepas)K. oxytoca(26 cepas)E.
aerogenes(16 cepas),C. freundii (8 cepas),S.
liquefaciens(7 cepas)E. agglomerang6 cepas)E.
cloacae(5 cepas)C. diversuq5 cepas).

Los mayores recobrados de cepas de coliformes,
en los medios de agar para filtracion de membrsaa,
detectaron en agar Endo y agar mFC con 74 y 43
cepas respectivamente. En los medios liquidos se
obtuvieron mayores aislamientos con el caldo LMX
(121 cepas) y Readycult coliformes 100 (89 cepas).

Los grupos de indicadores bacterianos de mayor
importancia sanitaria en la calidad microbiologieh
agua son los coliformes totales y fecales
(termotolerantes) ¥. coli. ElI grupo coliforme com-

prende a un grupo heterogéneo de bacterias
fermentadoras de la lactosa perteneciente a ldid@ami
Enterobacteriaceaecuyos principales géneros son
Citrobacter, Enterobactey Klebsiella y Escherichia
(APHA, 1995; Farmer, 1992). Los miembros del
grupo coliforme pueden tener su origen fecal oedo f
cal considerandosg. coli presente en la flora intes-
tinal del hombre y animales de sangre caliente y se
recomienda como un indicador de la posible presen-
cia de patégenos bacterianos, por ello la impoian

y la taxonomia del grupo coliforme en aguas
permanecen siempre en estudio (Aloatal. 1999).

Segun Leclerc y Moriamez (1980), y Leclat
al. (1981), las especies de coliformes de origen fecal
y su frecuencia de aislamiento en heces es la
siguiente E. coli, 100%;C. diversus70%;C. amalo-
naticus 70%;C. freundii 70%;K. pneumoniag49%;

K. oxytoca 49%; E. cloacae 9%; y E. aerogenes

9%. Las especies que se consideran probablemente de
origen no fecal son las siguientds: trevisanij E.
agglomerans E. gergoviag E. sakazakji Hafnia

alvei, S. marcescens. liquefaciensS. marinorubra

y S. odorifera

Ademas, algunos autores (Caplenas y Kanarek,
1984; Mossel, 1997) plantean, que el término de
coliformes fecales debe ser sustituido por colifssm
termotolerantes debido a que algunas especiesodentr
del grupo pueden tener un origen no fecal, por e€j.
Klebsiellareportando que el 15% de pneumoniae
eran termotolerantes. Por otra parte, existenrtepo
donde se encuentran los géner&debsiella y
Citrobacter con alta frecuencia en aguas tropicales
(Hazen y Toranzos, 1990) y en este estudioel género
Klebsiella ocup6 el segundo lugar entre las cepas
aisladas. Esto coincide con otras investigaciorees d
caracterizacion de coliformes fecales en aguas de
fuentes de abasto y recreativas realizadas en el
INHEM (Gonzélezet al, 1990; Gonzélezt al,
1996), donde siempre se encoriécoli, seguido de
K. pneumoniag por lo que es recomendable el
empleo de técnicas para la determinacion del grupo
de coliformes termotolerantes.

En conclusién, los medios de cultivo cromogé-
nicos y fluorégenicos empleados en los métodos
microbiolégicos de aguapermitieron la determina-
cion de los indicadores bacterianos mas utilizados
(coliformes totales y fecalesEscherichia coli
enterococos), de una forma mas rapida y especifica,
que con los convencionales, obteniéndose mayores
recobrados para caldo Readycult coliformes 100 y
Readycult enterococos 100, el primero con resutado
excelentes para su empleo en brotes hidricos easagu
de consumo, y el segundo para vigilancia en aguas
costeras. También, se encontraron resultados
satisfactorios en ambos tipos de agua (marinas y de
fuentes de abasto) con caldo LMX para la
determinacion de coliformes . coli. Estos medios
de cultivo se deben incorporar en el sistema de
vigilancia de aguas, principalmente para aguas de
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consumo y costeras en episodios de enfermedades de 11.Davies CM, Apta SC, Peterson SM. Possible

transmision digestiva o situaciones de emergencia.

Ademas, se debe destacar que la presencia de
Aeromonasn ausencia de coliformes fecales, reitera
la necesidad de considerar este microorganismo
dentro de los criterios microbioldgicos a tener en
cuenta en determinadas situaciones, especialmente e
aguas de consumo tales como, las que procedan de
aguas superficiales y que la identificacion hasta
especie bacteriana, en determinadas ocasiones,
enriquece la valoracién del resultado en las aguas
investigar, especialmente en las asociadas a hietes
enfermedades.
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