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RESUMEN

En la empresa embotelladora de agua mineral Nestlé Waters se lleva a cabo el analisis de
rutina de bacterias Coliformes Totales (CT) y Escherichia coli (E. coli). La empresa adopta la
utilizacion de la norma interna Laboratory Instructions (LI)-10.113 “Coliform and E. coli
Enumeration” basada, entre otras, en la norma 1SO-9308-1: 2000 “Water quality — Detection
and enumeration of Escherichia coli and coliform bacteria”. La técnica LI se basa en un
método de filtracion por membrana para el recuento de CT y E. coli en agua y especifica el
uso de agar Tergitol como medio de cultivo para el crecimiento de los microorganismos
mencionados e indica las siguientes pruebas de confirmacién: crecimiento en Agar Kligler
hierro, prueba de indol, prueba de hidroxido de potasio 3%, prueba oxidasa y tincién de
Gram. Ante la posibilidad de ahorro en cuanto al tiempo de deteccion de microorganismos y
al costo que implica, se propone evaluar una nueva metodologia para la deteccién y
recuento de bacterias CT y E. coli: se trata de la actualizaciéon de la norma 1SO-9308-1:2014
“Enumeration of Escherichia coli and coliform bacteria” que define la utilizacién del Agar
Chromocult (CCA) como medio de cultivo para el crecimiento y desarrollo de las bacterias.
Este método permite la deteccion y enumeracion de CT y E. coli en 24h, con s6lo sembrar
en el mencionado agar y utilizar la prueba oxidasa para la confirmacién de CT, sin
necesidad de confirmar E. coli. La hipotesis plantea que la metodologia propuesta por la
norma 1SO-9308-1:2014 para la deteccion y enumeracion de bacterias CT y E. coli es mas
eficiente en cuanto al costo y tiempo de obtencion de resultados e igual de eficaz en cuanto
al crecimiento y confirmacién de los microorganismos en estudio en comparacion con la
norma interna LI1-10.113. El objetivo fue comprobar que los medios de cultivo cromogénicos
indicados en la norma 1SO-9308-1:2014 permiten la deteccion de bacterias CT y E. coli en
menor tiempo y con menor costo que el propuesto por la norma interna LI. Para llevar a
cabo esta investigacion se trabajé con 121 cepas de CT, y 102 de E. coli, las cuales fueron
suministradas por el laboratorio central de la empresa, el cual cuenta con un banco de
microorganismos, que son identificados en su género y especie, mediante técnica interna.
Entre las cepas utilizadas se encuentran Citrobacter koseri, Citrobacter freundii,
Enterobacter aerogenes, Klebsiella oxytoca y Enterobacter cloacae. También se utilizaron 4
cepas sospechosas de CT provenientes de muestras de agua analizadas en el laboratorio.
Como control negativo de E. coli se utilizd una cepa de Enterococcus faecalis, también
proveniente del banco de microorganismos del laboratorio. Se evalué la eficacia y eficiencia
en cuanto a la identificacion de cepas de CT y E. coli usando el agar CCA mencionado en la
Norma ISO 9308 1:2014 y se confirmé mediante las pruebas descriptas en la norma interna
LI. Finalmente, se confirm6 que la metodologia propuesta por la norma 1SO-9308-1:2014
para la deteccién y enumeraciéon de bacterias CT y E. coli es mas eficiente en cuanto al
costo y tiempo de obtencion de resultados e igual de eficaz en cuanto al crecimiento y
confirmacién de los microorganismos en estudio en comparacién con la horma interna.
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AGRADECIMIENTOS

Dedico este trabajo a Dios, por haberme dado la vida y permitirme haber llegado hasta este
momento tan importante de mi formacion profesional.

A mis padres, José y Graciela, por su amor, confianza, esfuerzo y trabajo. Por darme el
apoyo suficiente para no decaer cuando todo parecia complicado e imposible y por
brindarme la posibilidad de estudiar y convertirme en una profesional.

A mi familia, Ivan, Abril y Josefina; quienes me acompafiaron y creyeron en mi
incondicionalmente en este ultimo tramo de mi carrera.

A mis hermanos y sobrinos, por estar siempre presentes, apoyando y aconsejandome
cuando los necesite.

A mis nonos, Elsa y Luis, quienes creyeron en mi desde un principio. Sé que desde donde
estén, me siguen apoyando y acompafiando.

Al personal de la Facultad de Ciencias Agrarias, quienes me otorgaron las herramientas
necesarias para que hoy pueda ser quien soy a nivel profesional.

A mis compafieros de trabajo, por escucharme, ayudarme y apoyarme en este proceso.

A mis amigos de toda la vida y a los que aparecieron en mi camino durante la etapa
universitaria que fue mucho mas amena gracias a ustedes.

Por dltimo, agradezco profundamente a mi Directora, Marcela Bernardi y Co-directora Laura
Sanchez, por ser mis guias en este proceso, por brindarme su ayuda y consejos para hoy
poder culminar con este trabajo.



INDICE

|- INTRODUGCCION ....iiitiiiiteit ettt sttt sttt e et s et ete e te e eeene e 1
1. LaimPOrtANCIA @l AQUEA....eeeiieiiiiiiiiiitieee ettt e et e et e et st a sttt s sttt ss st s s s s sssssssssnseennennnnes 1
2. Agua mineral segin CAdigo Alimentario Argentino........cc.uueiiiiieeiiiiiiiieiie e 1
3. Microorganismos indicadores de la calidad del agua..........ccccooeiiiiiiiiiiiiiie e 3
4. Definicién de Coliformes Totales y Escherichia Coli........oooiiiiiiiiiiiiiie e 4
5. Normainterna Laboratory INStructions (L1)-10.113... ... 5
6. NOIMaA ISO- 9308-1:2014 ....eeeieiieeie ittt e e e ettt e e e e e e e e ettt e eaae e e e s e sseaeeeeaaeeaaannteeeeeaaaeesaannneneees 6
11- OBJETIVOS E HIPOTESIS ... .ottt 9
N O o 1= LYo I o Y g Lo o - PP PP PP PPPPPPTPPIRY 9
N O o] [ VAo T =TSy o 1T o1 o 1= OSSR 9
R T o T To = P 9
- MATERIALES Y METODOS ....ooviitiieiecie ettt ettt aesne s 10
1. ESQUEMAS A€ @NAlISIS .ciiiieiiiii it e e e e e e e e e e e e 10
A A= Toa oY a T oo ] gl 01=T 0 0] o] = U - PP 12
3. Aislamiento y purificacion de las COIONIAS ......coiiieiiiiiiiie e 15
4. Confirmacién delas colonias SOSPECNOSAS ......cuuviiiiiiiiiiiecee e e 15

a) Siembra en Agar KIHGIEr NIEITO ......ccooviiii e e e e e e aaaaaas 15

b) Siembra en caldo tript6fano para prueba de iNdol .............coooviiiiiii i 17

o) IR = 101=T o = W o) d[o F= 1-Y- USSP 18

o ) I o U= o = W (O o 1 PP 19

=) I LT (o o L= - T o PP 19
5. Tratamiento de reSUITAOOS .. ...uuuiiiiiiiiiiii s 20
6.  ANAlISIS dE COStOS Y LIBMPO..ciiiiiiiiii i et e e e e e e e e e e e e e e e eaaaaa e e eeeaeans 20
IV- RESULTADOS Y DISCUSION ...ttt ettt 21
1. INterpretacion de rESUITAGOS .. .. . i ittt e e aaeeeeeseeasseeseeesseesensesnsnnnes 21

1.1.  Pruebaen Agar KIgler NIErro ..., 21

1.2. Prueba en caldo triptéfano para prueba indol .............cccoooi i, 22

1.3, PrUEDA OXIAS@. ..o i i 22

1.4, Prueba KOH 300, ...ceiiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e s e e e e e e e e nnenreeeaaeeas 23
2. Resultados obtenidos de cepas liofilizadas de CT y sospechosas CT. ....ccooeeeeveiieiiiiiiiiiiennennn 24
3. Resultados obtenidos en cepas liofilizadas de E. COli.....oooiiiiiiiiiiiiiiiiicccceeceeeee e 30



4. Resultados obtenidos en cepa liofilizada de Enterococcus faecalis (control negativo) ......... 35

5. Analisis de frecuencias de resultad0s 0DtENIAOS. ........oiiiiiiiiiiiii e 35
6. ANAlISIS € COSIOS Y LIBIMPOS . ..iiiiiiiiiiiitiei ittt ettt e e e e e et e et e e e e e e s nnbbeaeeaaaeeeaaanns 37
O B LT eT V1= (o ] o TP 38
V-CONCLUSION . ..ottt e et e e et e et e et e e e e eeeenee e, 39
VI = BIBLIOGRAFIA .ottt 40



I- INTRODUCCION

1. Laimportancia del Agua

Bermudez, et al (2006) definen que el agua es uno de los principales componentes y
nutrientes del organismo. El ser humano puede vivir varios dias sin comer, pero tan solo 5 a
10 dias sin agua; una pérdida del 20% de la misma en él es incompatible con la vida. Ocupa
el segundo lugar, después del oxigeno, en cuanto a importancia para el mantenimiento de la
vida. Comprende del 50 al 80% del peso total del organismo, dependiendo del contenido
total de grasa. El 90% de la sangre y el 97% de la orina es agua. Realiza una serie variada
de funciones y todas las reacciones quimicas se realizan en presencia de agua. Actlia como
solvente para los productos en la digestion y como regulador de la temperatura corporal
debido a su elevada capacidad de evaporacion.

El agua es el medio por el cual se comunican las células de nuestros 6rganos y por el que
se transporta el oxigeno y los nutrientes a nuestros tejidos. Ademas, es la encargada de
retirar de nuestro cuerpo los residuos y productos de desecho del metabolismo celular.

Con el objetivo de mejorar la calidad de vida y gracias al mayor alcance de informacion
sobre la importancia del agua en el cuerpo, en los ultimos afios, las personas se han
preocupado mas por sus habitos alimenticios y se ha presentado un cambio de mentalidad,
ya que se ha visto un mayor interés por mantener un buen estado fisico, llevando a un
incremento del consumo de alimentos saludables y agua mineral. La percepcion cultural se
ha visto influenciada por la globalizacién y los avances tecnoldgicos, cambiando la
concepcion del mundo y mostrando nuevos habitos e ideales distintos en la vida cotidiana
de las personas. Es asi como las tendencias alimenticias en nuestra sociedad han
evolucionado hacia patrones de consumo de alimentos saludables en donde se reconoce un
mayor valor agregado al producto que tenga caracteristicas naturales (Orrego Diaz. 2004).

En un andlisis de la cadena alimentaria realizado para Alimentos Argentinos de la
Subsecretaria de Alimentos y Bebidas del Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca, el
Lic. Diego Grillo Trubba (2005), describe que el “mercado de agua embotellada en general, y
de agua mineral en particular’, se ha mantenido en crecimiento en los Ultimos afios,
aumentado a un ritmo anual del 12%. Dentro de América Latina, el mayor consumidor de
agua mineral —calculando siempre en base a litros por habitante-, es Brasil (26 litros por
afio), seguido de Argentina (18 litros). EI mercado mundial del agua embotellada representa
un volumen anual de 89.000 millones de litros. De este total, un 41% es agua mineral o de
manantial. Los motivos que llevan al consumo del agua embotellada son diversos. Entre
ellos cabe resaltar que para los consumidores el agua embotellada posee mejor sabor que
la de canilla, y la percibe como mas segura y de mejor calidad. Al mismo tiempo, y gracias a
reiteradas campafias publicitarias, el consumo de agua mineral es considerado hoy, como
mas saludable que el del resto de las bebidas. En ese sentido, el consumo de agua mineral
tiende a representar, en el imaginario del consumidor, un estilo de vida sano y natural. Sin
embargo, este nuevo consumo de agua mineral no sélo se relaciona con un posible
bienestar econémico que permita el cuidado de la salud o determine el consumo a partir de
un ideal de cuidado de la salud, sino también con la inexistencia de redes de agua para la
poblacidn, razén por la cual se termina por inclinar por el agua embotellada” (Grillo Trubba,
2005).

2. Agua mineral segun Codigo Alimentario Argentino

El Cédigo Alimentario Argentino (CAA), en su capitulo XXIII articulo N°985, define e indica
las caracteristicas y requisitos que el agua mineral debe cumplir:

1) Definicién: Se entiende por agua mineral natural un agua apta para la bebida, de origen
subterraneo, procedente de un yacimiento o estrato acuifero no sujeto a influencia de aguas
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superficiales y proveniente de una fuente explotada mediante una o varias captaciones en
los puntos de surgencias naturales o producidas por perforacion.

2) Caracteristicas: El agua mineral natural debe diferenciarse claramente del agua
potabilizada o agua comun para beber debido a:

a) su naturaleza caracterizada por su tenor en minerales y sus respectivas proporciones
relativas, oligo-elementos y/u otros constituyentes;

b) su pureza microbiol6gica original,

c) la constancia de su composicién y temperatura en la captacion las que deberan
permanecer estables en el marco de las fluctuaciones naturales, en particular ante
eventuales variaciones de caudal, aceptdndose una variacion de sus componentes
mayoritarios de hasta el 20% respecto de los valores registrados en su aprobacion, en tanto
no superen los valores maximos admitidos.

3) Criterios microbioldgicos en la captacion y durante su comercializacion: Las aguas
minerales deberian ser de una calidad microbiolégica tal que no represente un riesgo para la
salud del consumidor, en particular con respecto a los microorganismos patdgenos, incluidos
los parasitos y deberan cumplir con los siguientes criterios microbiolégicos (ver tabla N°1):

Tabla 1: especificacion microbioldgica de patégenos en agua mineral, definido por CAA:

Parametro Criterio de aceptacion | Metodologia de
Referencia'l!
Escherichia coli / 250 ml n=5, c=0, Ausencia IS0 9308-1
APHA(?) 9222 ]
APHA 9222 K
APHA 9222 H
APHA 9222 1
APHA 9223 B
Pseudomonas aeruginosa / 250 ml n=>5, ¢=0, Ausencia ISO 16266
ISO 16266-2
APHA 9213 E
Estreptococos Fecales n=>5, c=0, Ausencia ISO 7899-2
(Enterococos) / 250 ml APHA 9230C
Esporas de microorganismos n=5, c=0, Ausencia ISOB461- 201
anaerobios sulfito reductores / 50 ml

(1) Su version mas actualizada. Pueden emplearse otros métodos que ofrezcan una
sensibilidad, reproducibilidad y fiabilidad equivalentes si éstos han sido debidamente
validados (por ejemplo basandose en ISO 13843 o0 ISO 16140)

(2) APHA: Standard Methods for the Examination of water and Wastewater, American
Public Health Association”

A su vez, en el articulo N°986 del CAA, se definen los diferentes tipos de agua mineral:

1. De acuerdo con el grado de mineralizacion determinado por el residuo seco soluble a
180° C:

a) Mineralizaciéon muy débil: residuo hasta 50 mg/I.

b) Oligominerales: residuo: entre 50 y 100 mg/l.

¢) De mineralizacion débil: residuo entre 101 y 500.

d) De mineralizacién media: residuo entre 501 y 1500.
e) De mineralizacion fuerte: residuo entre 1501 y 2000.

2. De acuerdo con su composicion:

a) Alcalina o bicarbonatada: contiene mas de 600 mg/l de i6n bicarbonato.
b) Acidulada o carbogaseosa: contiene méas de 250 mg/l de dioxido de carbono libre.
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c¢) Clorurada: contiene més de 500 mg/I de cloruro (expresado en cloruro de sodio).
d) Calcica: contiene mas de 150 mg/l de calcio. * Magnésica: contiene méas de 50
mg/l de magnesio.

e) Fluorada: contiene méas de 1 mg/l de fluor.

f) Ferruginosa: contiene mas de 2 mg/l de hierro.

g) lodadas: contiene méas de 1 mg/l de iodo.

h) Sulfatadas: contiene mas de 200 mg/I de i6n sulfato.

i) Sddicas: contiene mas de 200 mg/l de i6n sodio.

j) Bajas en sodio: contiene menos de 20 mg/l de i6n sodio.

3. De acuerdo con la temperatura del agua en la surgencia o extraccion:

a) Atermales: 0° a 20° C.

b) Hipotermales: 21° a 30° C.

¢) Mesotermales: 31° a 40° C.
d) Hipertermales: mas de 40° C.

4. De acuerdo con el contenido gaseoso:

a) Naturalmente gaseosa: agua mineral natural cuyo tenor en gas carboénico
proveniente de la fuente, luego de una eventual decantacion y del embotellado,
resulte igual al que se presentaba en la captaciéon. Es permitida la reincorporacion de
gas proveniente de la misma fuente, en cantidad equivalente a la del gas liberado en
esas operaciones con las tolerancias técnicas habituales.

b) Gasificada o con gas: agua mineral natural que ha sido carbonatada en el lugar
de origen con gas carbonico procedente o no de la fuente y que después de
embotellada contiene una presion de gas no menor de 1,5 atmdsferas a 21° C. En el
caso de que el gas carbdénico no provenga de la fuente debera ser de grado
alimentario.

¢) No gasificada: agua mineral natural que no contiene gas carbénico”.

Asi como el agua es una de las principales fuentes de vida de nuestra tierra, al mismo
tiempo puede tratarse de una fuente de enfermedades y epidemias si se llegara a realizar su
consumo en mal estado, ya que este primordial recurso natural puede favorecer la
diseminacion de diversos microorganismos causantes de diferentes enfermedades
(Madigan, et al 2009).

Los analisis bacteriolégicos del agua tienen por objeto poner de manifiesto la presencia de
bacterias que modifican la aptitud del agua para una utilizacion dada. Estas modificaciones
son frecuentemente complejas y las variaciones de actitudes pueden ser simultaneamente
favorables o desfavorables, segun la utilizaciéon pretendida (Rodier 1990).

3. Microorganismos indicadores de la calidad del agua

Varios organismos patdgenos de transmisién fecal-oral pueden estar presentes en el agua
cruda (agua natural que no ha sido sometida a proceso de tratamiento para su
potabilizacién), entre ellos bacterias como Salmonella sp; Shigella sp; Coliformes totales y
fecales, las cuales han sido encontradas en abastecimientos de aguas (Carrillo y Lozano
2008).

El control y la deteccion de microorganismos indicadores y patégenos constituyen una parte
importante de la microbiologia sanitaria. Las bacterias del tracto intestinal no suelen
sobrevivir en el medio acuético, estdn sometidas a un estrés fisiologico y pierden la
capacidad para formar colonias en medios diferenciales y selectivos. Aunque muchos de
estos agentes patdgenos pueden detectarse directamente, se emplean microorganismos
indicadores como un marcador de contaminacion posible del agua por agentes patégenos
humanos. Un microorganismo indicador se caracteriza por:
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ser adecuado para el analisis de todos los tipos de agua;

estar presente siempre que existan agentes patdgenos entéricos;

sobrevivir mas que el agente patdgeno entérico mas fuerte;

ser inocuo para las personas

no se multiplica en el agua contaminada, pues producir4 un valor mas alto que el
real;

e el método de ensayo para la bacteria indicadora debe tener una gran especificidad y
tener alta sensibilidad, es decir detectar niveles bajos del indicador.

Las bacterias Coliformes Totales (CT) y Escherichia coli (E. coli) son analizados en aguas
para consumo debido a que son considerados indicadores de contaminacion (Prescott et al,
2002).

4. Definicion de Coliformes Totales y Escherichia coli

El grupo de CT se define como todas las bacterias Gram-negativas en forma bacilar que
fermentan la lactosa a temperaturas de 35 a 37°C, produciendo acido y gas en un plazo de
24 a 48 horas, son aerobias o anaerobias facultativas, son oxidasa negativa, no forman
esporas y presentan actividad enzimatica de la B-galactosidasa. Estas bacterias son el
principal indicador de la adecuacion del agua para usos domésticos industriales o de otro
tipo. La experiencia ha demostrado que el contenido del grupo de los CT en aguas es un
indicador del grado de contaminacién reciente, por tanto, de la calidad sanitaria de la misma
(Madigan et al, 2009).

Los géneros pertenecientes a este grupo son Escherichia, Enterobacter, Citrobacter y
Klebsiella. De estos microorganismos, solo E. coli tiene un origen especificamente fecal,
pues esta siempre presente en grandes cantidades en las heces humanas, de los animales
y pajaros y rara vez se encuentran en el agua o el suelo que no hayan sufrido algun tipo de
contaminacion fecal (Carrillo y Lozano, 2008).

Ocasio y Lépez (2004), reconocen que desde hace tiempo los microorganismos del grupo
CT son adecuados indicadores microbianos de la calidad del agua, debido principalmente a
gue son faciles de detectar y enumerar, y su presencia en muestras de agua indica la
existencia de fallas en la eficacia de sus tratamientos de potabilizacion, en la integridad en el
sistema de distribucion y por lo tanto evidencia contaminacion de diferentes origenes.

Segun Carrillo y Lozano (2008) E. coli fue aislada por primera vez en 1885 a partir de heces
de nifios, son bacilos estrechos, se encuentran solos o en parejas, Gram-negativos, méviles
por flagelos peritricos o inmdviles, anoxigénicos facultativos, poseen metabolismo
respiratorio y fermentativo. Son bacterias CT que poseen la enzima B-galactosidasa, que
reacciona positivamente en el ensayo del rojo de metilo y pueden decarboxilar el acido L-
glutdmico, pero no son capaces de utilizar citrato como Unica fuente de carbono o de crecer
en un medio con cianuro de potasio.

E. coli es la unica especie dentro de las Enterobacterias que presenta la enzima B-D-
Glucuronidasa, que degrada el sustrato 4-metilumberiferil- B-D-Glucuronico (MUG),
formando 4-metilumbeliferona, este producto tiene la propiedad de emitir fluorescencia
azul/verde cuando se ilumina con luz ultravioleta. E. coli presenta reaccion positiva al indol,
el cual es uno de los productos de degradaciéon metabodlica del amino&cido triptéfano. Las
bacterias que poseen la triptofanasa son capaces de hidrolizar y desaminar el triptéfano
dando como productos el indol, &cido pirdvico y amoniaco. La prueba de indol esta basada
en la formacion de un complejo rojo cuando el indol reacciona con el grupo aldehido. En la
tabla 2 se presenta un resumen de las caracteristicas y diferencias entre CT y E. coli.
(Carrillo y Lozano, 2008)



Tabla 2: Resumen de caracteristicas de Coliformes totales y E. coli

Coliformes totales Escherichia coli
Bacterias Gram-negativas Bacterias Gram-negativas
No esporulados No esporulados
Anaerobio facultativo Anaerobios facultativos

Fermentadores de la lactosa con produccion | Fermentadores de la lactosa con produccion
de &cido y gas a 36+/-1°C en 24-48horas de acido y gas a 36+/-°C en 24-48 horas y a
44.5+/-0.2°C en 24 horas

B-D-galactosidasa positiva B-D-galactosidasa y p-D-Glucuronidasa
positiva

Presente en tracto gastrointestinal de | Presente  en heces de animales
animales de sangre caliente (bacterias | homeotermos

entéricas) son comunes en otros ambientes
(suelos, vegetales, agua)

5. Norma interna Laboratory Instructions (L1)-10.113

En la empresa embotelladora de agua mineral Nestlé Waters se llevan a cabo andlisis de
rutina del producto y en él se realiza el monitoreo de bacterias CT y E. coli. La empresa
adopta la utilizacién de la norma interna LI-10.113 “Coliform and E. coli Enumeration”
basada, entre otras, en la norma 1SO-9308-1:2000 “Water quality — Detection and
enumeration of Escherichia coli and coliform bacteria” (Nestle Waters, 2000). La aplicacién
de esta norma es mandatorio de la firma y es implementada por todos los laboratorios
pertenecientes a dicha marca.

Esta LI describe un método de filtracion por membrana para el recuento de CT y E. coli en
agua. Esta técnica es altamente reproducible y proporciona resultados numéricos, es una
manera rapida y simple de estimar las poblaciones bacterianas en el agua, y especialmente
atil al evaluar grandes volimenes o al realizar diariamente muchas pruebas de Coliformes.
Se deben utilizar filtros de membrana con un didmetro de poro que permita una completa
retencion de las bacterias. Este método se basa en la filtracion de un volumen definido de
agua a través de una membrana e incubacién de la misma en un medio selectivo, seguida
de la caracterizacién bioquimica de las colonias capaces de fermentar la lactosa a &cido
lactico, cambiando el color del indicador de verde a amarillo en el medio, lo que permite el
recuento de bacterias CT y E. coli. (Norma LI-10.113 de Nestle Waters 2000)

La norma interna corresponde a la norma ISO 9308-1: 2000 con una pequefia modificacion
en el paso de confirmacion mediante la adicion de la prueba de hidréxido de potasio (KOH) y
siembra en agar Kligler hierro. Es aplicable a todas las aguas siempre que la materia en
suspension no interfiera con la filtracion, el cultivo y el recuento. Es especialmente adecuado
para analizar el agua destinada al consumo humano, entre ellas el agua embotellada.

Esta norma, define el uso de los siguientes medios de cultivo:
a) Medio de cultivo para el crecimiento de los microorganismos
o Agar Tergitol
Este medio de cultivo se utiliza para la incubacién de la membrana post-filtracion,
permitiendo el crecimiento de colonias de CT y E. coli. El principio del medio se basa en la
capacidad de los coliformes para fermentar la lactosa en &cido lactico, cambiando el color

del indicador (azul de bromotimol) de verde a amarillo en el medio.

Las colonias tipicas son de color amarillo con un centro anaranjado, a veces de color beige
rosado o marron, posiblemente con una apariencia ligeramente metalica. Son redondas,



planas, granuladas y a veces muy mucosas. Las colonias que fermentan la lactosa tienen un
halo amarillo en el centro que a veces es transparente debajo de la membrana.

b) Medios de cultivo y reactivos para la confirmacién de colonias sospechosas
o Crecimiento en Agar Kligler hierro

Es un medio de cultivo utilizado en la industria alimenticia para la diferenciacion de
enterobacterias, en base a la fermentacion de hidratos de carbono y a la produccion de
acido sulfhidrico.

o Caldo triptéfano para prueba de indol

Segun su ficha técnica, el Caldo Triptéfano permite el cultivo de microorganismos que no
presentan requisitos especiales de crecimiento. Este medio se utiliza principalmente en los
andlisis de aguas para la identificacion de E. coli mediante la produccion de indol (Bioser,
2021).

o Hidréxido de potasio 3%

El test bioquimico del hidroxido de potasio (KOH) definido en la norma interna LI-00.700-2,
puede usarse como una alternativa a la técnica de tincién de Gram. Este test se basa en la
reaccion entre el KOH y los lipolisacaridos presentes en la pared de las células de bacterias
Gram-negativas ya que dicho compuesto reacciona con los lipolisacaridos de la pared
celular de las bacterias formando filamentos, permitiendo asi diferenciar bacterias Gram -
positivas de Gram-negativas (Nestle Waters, 2000).

o Prueba oxidasa

La prueba de oxidasa es un método diagndstico que evidencia la presencia del complejo
enzimatico denominado citocromo oxidasa c utilizando una tira reactiva. El sistema
citocromo oxidasa c estd presente en algunas bacterias aerobias, ciertas anaerobias
facultativas, escasas microaerofilicas y ninguna anaerobia estricta.

o Reactivos de tincion de Gram

La tincion de Gram permite clasificar a las bacterias en Gram-positivas y Gram-negativas, de
acuerdo con la composicion de la pared celular. Con esta técnica también es posible
observar la forma que tienen los microorganismos, es decir, si son cocos, bacilos,
cocobacilos, pleomérficos, filamentosos, entre otros. Asi como también su distribucion en el
espacio: en racimo, en cadena, aislados, en pares, en tétradas, etc (Lifeder, 2021).

El andlisis de CT y E. coli utilizando la norma interna LI-10.113 (Nestle Waters, 2000), tiene
la desventaja de ser costoso en cuanto al material utilizado para su realizacion, ya que
requiere de mayor cantidad de medios de cultivo e insumos para el analisis de una muestra
y prolongado en el tiempo, debido a que para una confirmacién de colonias sospechosas se
requieren de aproximadamente 5 dias.

6. Norma ISO- 9308-1:2014

Esta norma especifica, para el recuento de E. coli y bacterias CT, el uso de medios de
cultivo cromogénicos no contemplados en la norma interna utilizada por la empresa. La
norma ISO 9308-1: 2014 es especialmente adecuada para aguas con un bajo nimero de
bacterias. Estas pueden ser agua potable, agua de piscina desinfectada o agua tratada de
plantas de tratamiento de agua potable.


https://www.lifeder.com/pared-celular/

Algunas cepas de E. coli que son negativas para la B-D-glucuronidasa, como Escherichia
coli 0157, no seran detectadas como E. coli, pero como son B-D-galactosidasa positivas,
apareceran como bacterias CT en este agar cromogénico.

El recuento estd basado en la filtracion de una porcion de la muestra a través de un filtro de
membrana, que retiene los microorganismos, colocacion de este en una placa de medio
CCA e incubacion a 36 + 2°C durante 21 + 3h. Esta norma define a las colonias positivas
para B-D-galactosidasa (rosadas a rojas) como presuntas bacterias CT que no son E. coli.
Por otro lado, las colonias positivas para B-D-glucuronidasa (azul oscuro a violeta) son
consideradas como E. coli. Las bacterias CT son la suma de las colonias oxidasa negativas
de color rosa a rojo y todas las de color azul oscuro a violetas (ISO-9308-1:2014).

El recuento de coliformes se basa en la capacidad de la 3-D-galactosidasa, una enzima que
es caracteristica de las bacterias coliformes, para escindir el sustrato Salmon-GAL. La
reaccion produce colonias de coliformes de color rojo asalmonado como se aprecia en la
figura 1.

Figura 1: Citrobacter freundii ATCC8090
Fuente: Citrobacter freundii [fotografia] por Merck millipore, 2014
(file:///D:/backup/descargas/ds4485es00-chromocult-coliform-6-25--mk.pdf)

El recuento de E. coli se basa en la escision de los sustratos X-glucurénido por la 3-D-
glucuronidasa y Salmon-GAL por la 3-D-galactosidasa, una combinacién enzimatica que es
caracteristica de E. coli. Cuando hay E. coli presente se escinden los dos sustratos, lo que
da lugar a colonias que adquieren un color entre azul oscuro y violeta en oposicion al rojo
asalmonado de otras colonias de bacterias coliformes, como se presenta en la figura 2. Las
bacterias no coliformes aparecen como colonias incoloras o, con baja frecuencia, de color
turquesa.

. v,
.

Figura 2: Escherichia coli ATCC 11775
Fuente: Escherichia coli [fotografia] por Merck millipore, 2014
(file:///D:/backup/descargas/ds4485es00-chromocult-coliform-6-25--mk.pdf)
Para evitar resultados falsos positivos, causados por bacterias oxidasa positivas, por
ejemplo, Aeromonas spp, las presuntas colonias se confirmaran mediante una reaccién
oxidasa negativa.
La norma ISO-9308-1:2014 define el uso de los siguientes medios de cultivo:

a) Medio de cultivo para el crecimiento de los microorganismos

o Agar Chromocult Coliform (CCA):

Este medio se utiliza para la incubacion de la membrana de filtracion, el mismo permite el
crecimiento de bacterias CT y E. coli tal como se define anteriormente.



Es un agar selectivo que permite el crecimiento de CT y E. coli en muestras de aguas y
alimentos en 24 horas (Merck millipore, 2014).

b) Reactivos para la confirmacién de colonias sospechosas:

o Prueba oxidasa: idem Li-10.113

Teniendo en cuenta lo expresado y ante la posibilidad de implementar ahorro en cuanto al
tiempo de deteccién de microorganismos y al costo que implica, se propone evaluar una
nueva metodologia para la deteccién y recuento de bacterias CT y E. coli. Se trata de la
actualizacion de la norma 1SO-9308-1:2014 “Enumeration of Escherichia coli and coliform
bacteria” la que define la utilizacion del Agar Chromocult (CCA) como medio de cultivo para
el crecimiento y desarrollo de las bacterias. Este método permite la deteccion y enumeracion
de CT y E. coli en 24h, con s6lo sembrar en el mencionado agar y utilizando la prueba
oxidasa para la confirmacion de CT, sin necesidad de confirmar E. coli.



Il- OBJETIVOS E HIPOTESIS

1. Objetivo principal

Comprobar que los medios de cultivo cromogénicos indicados en la norma ISO-9308-
1:2014 permiten la deteccion de bacterias Coliformes Totales y Escherichia coli en menor
tiempo, con menor costo e igual eficacia que el propuesto por la norma interna LI-10.113.

2. Objetivos especificos

e Confirmar que todas las colonias rojas-rosadas obtenidas en Agar Chromocult
(CCA) son Coliformes Totales mediante el uso de pruebas de confirmacién
descriptas en la norma LI-10.113.

e Confirmar que todas las colonias violetas-azuladas obtenidas en Agar Chromocult
(CCA) son Escherichia coli mediante el uso de pruebas de confirmacién
descriptas en la norma LI-10.113.

3. Hipotesis

La metodologia propuesta por la norma [SO-9308-1:2014 para la deteccion y
enumeracion de bacterias Coliformes Totales y Escherichia coli es mas eficiente en
cuanto al costo y tiempo de obtencion de resultados e igual de eficaz en cuanto al
crecimiento y confirmacion de los microorganismos en estudio en comparaciéon con la
norma interna LI1-10.113.



lll- MATERIALES Y METODOS

Para llevar a cabo esta investigacion se trabajé con bacterias suministradas de forma
liofilizada por el laboratorio central de la empresa Nestlé Waters, el cual cuenta con un
banco de microorganismos, utilizando 121 cepas de CT, codificadas como CT 1 a CT121y
102 de E. coli codificadas como EC1 a EC102. También se utilizaron 4 cepas sospechosas
de CT provenientes de muestras de agua analizadas en el laboratorio, codificadas como
RCT1 a RCT4.

Se utilizd6 como control negativo de E. coli una cepa de referencia de Enterococcus faecalis
codificada como EF.

Se evalud la eficacia comparando la capacidad de crecimiento e identificacion de cepas de
CT y E. coli usando el agar CCA mencionado en la Norma ISO 9308 1:201 y confirmando
mediante las pruebas descriptas en la norma interna LI-10.113 (Nestle Waters, 2000):

-Siembra en agar Kligler hierro, para fermentacion de azUcares glucosa y lactosa
-Tincion de Gram

-Prueba de indol

-Prueba oxidasa

-Prueba de hidroxido de potasio al 3 %

Asi mismo, se evalué la eficiencia analizando los costos de medios de cultivo, insumos y
reactivos necesarios segun cada protocolo.

1. Esquemas de analisis

Para realizar los analisis tanto de las cepas de CT y EC como de las muestras sospechosas
o0 de rutina se siguieron los esquemas que se presentan en la figura 3 y 4 respectivamente.
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CEPAS LIOFILIZADAS

Agua esterl —— l

RECONSTITUCION

l—, Reposo 60minutos

FILTRACION DE 250ml

Membrana l

0.45um

CHROMOCULT AGAR
COLIFORMS

‘ 21£3hs a 3622°C

!

COLIFORMES

Colonias rojo-rosadas

\

}

E. COLI
Colonias azul-violetas

J

{

AISLAMIENTO Y PURIFICACION EN AGAR EXTRACTO LEVADURA

124 3 48hs a 3622°C

CONFIRMACION

1

l

Prueba indol Test oxidasa
EC CT-EC
24adbhsa

4420 5°C

|
1

l

l

KOH 3% Tincion Gram Kligler
CT-EC CT-EC CT-EC
21+3hs 3 36+2°C

Figura 3: Proceso de andlisis de cepas de referencia de CT y E.coli liofilizadas.

Fuente: propia
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MUESTRAS DE
RUTINA

l

FILTRACION DE 250ml

Membrana l
0.45um
CHROMOCULT AGAR
COLIFORMS

21£3hs a 3622°C

' }

COLIFORMES E. COLI
Colonias rojo-rosadas Colonias azul-violetas

\ J
i

AISLAMIENTO Y PURIFICACION EN AGAR EXTRACTO LEVADURA

24 a 48hs a 36+£2°C
r

CONFIRMACION

l l l l |

Prueba indol Test oxidasa KOH 3% Tincion Gram Kligler
EC CT-EC CT-EC CT-EC CT-EC
24adshsa 21£3hs 2 3642°C

440, 5°C

Figura 4: Proceso de andlisis de CT y E.coli de muestras de rutina o sospechosas
Fuente: propia

Cada una de las cepas liofilizadas fue reconstituida mediante la utilizacion de 1 litro de agua
estéril, la que fue esterilizada 3 veces para asegurar ausencia de contaminantes. Para este
proceso, se tomaron 10 ml de esta agua estéril y se agregaron a los viales correspondientes
de las cepas. Se agité y se colocd nuevamente en los 990ml restantes de agua estéril. Para
finalizar, se dejaron reposar durante 60 minutos y luego se agité para homogeneizar.

2. Filtracion por membrana

Para la deteccién de CT y E. coli las cepas de referencia reconstituidas fueron filtradas al
igual que las muestras de rutina, a través de membrana estéril blanca de 0,45 um las cuales
fueron colocadas en placas de Petri con agar CCA.

Para preparar el Agar CCA, marca Merck, se usé agua destilada libre de sustancias
inhibidoras. Para esto, se pes6 el polvo en un recipiente previamente tarado, se agregé
agua y se agité permitiendo que el polvo se hidrate, luego se llevd a volumen. Se calentd
para favorecer la disolucién, teniendo la precaucion de no generar sobrecalentamiento en
esta etapa del proceso.
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Componentes del medio de cultivo (g/l)
e Peptona 3.0;
cloruro de sodio 5.0;
dihidrogenofosfato sodico 2.2;
fosfato de hidrégeno disodico 2,7,
sodio piruvato 1.0;
triptéfano 1,0;
agar-agar 10.0;
Sorbitol 1.0;
Tergitol® 7 0,15; 6-cloro-3-indoxil-beta-Dgalactopiranésido 0.2;
Acido 5-bromo-4-cloro-3-indoxil-beta-D-glucurénico 0,1;
isopropil-beta-ditiogalactopirandsido 0.1.

Una vez que se completd la disolucion, segun indicaciones del proveedor, se esterilizé en
bafio maria a 95°C durante 35 minutos. Se midi6 el pH, el cual fue de 6,89 y teniendo en
cuenta que debe mantenerse en 6,8+0,2, no fue necesario ajustarlo. Por ultimo, el medio
listo se agregd en placas segun el siguiente protocolo:

e El medio de cultivo en estado liquido se llevé a 44-47°C.
e Para la preparacion de placas de cultivo, se vertié 8 — 10 ml por placa de 6 cm.
e Se dej6 enfriar en una superficie fria y plana para permitir la solidificacion.

En la técnica de filtracion por membrana se utilizé el mecanismo de filtrado que se presenta
en la figura 5. Se coloc6 un filtro de membrana de tamafio de poro de 0.45um sobre el
soporte para membrana (Figura 6-a) con la ayuda de una bomba eléctrica que ejercié una
presion diferencial haciendo que el agua pase por una membrana de tamafio de poro de
0.45 um, (Figura 6-b) provocando que las bacterias de mayor tamafio quedaran retenidas en
la superficie de la membrana (Apha, Awwa, WPCF- Métodos normalizados 1992).

Finalizada la filtracion, se utiliz6 una pinza de metal estéril, se retir6 la membrana del
soporte (Figura 6-c) y se traspas6 a una placa de 60mm con medio CCA (Figura 6-d)
cuidando de no dejar burbujas y se incub6 durante 21+3 h a 36+2°C.

Figura 5: Equipo de filtracion.
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Figura 6: Proceso de filtracion.
Referencias: a: colocacion de membrana sobre soporte de embudo; b: agregado del
volumen de agua a filtrar. c: retiro de membrana con bacterias retenidas d: traspaso de

membrana en placa con medio de cultivo correspondiente.

Luego del tiempo de incubacion las colonias sospechosas se visualizaron como se observa
en la figura 7.

Figura 7: colonias sospecﬁsas de Coliformes totales (a) y E. coli (b)
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3. Aislamiento y purificacion de las colonias

Para el aislamiento y purificacion de las colonias se prepar6 medio de cultivo Agar Extracto
Levadura:

e Triptona (Peptona de caseina pancreatica) 6,0 g

e Extracto de levadura 3,0 g

e Agar-agar15,0g

e Agua destilada o desionizada 1000 ml|

Este medio, marca Merck, se presenta listo para ser preparado, para esto se pesoé la
cantidad que define el proveedor, luego se agregd el agua correspondiente, se disolvid
totalmente, se esterilizé en autoclave a 121°C durante 15 minutos y fue plaqueado en placas
de Petri de 90mm.

Para la obtencién de un cultivo puro, a partir de la colonia sospechosa, y para realizar la
investigacion bioquimica y/o seroldgica de la misma, se realizé el aislamiento de las colonias
sospechosas de CT y E. coli, en placas de Petri que contenian el medio de cultivo no
selectivo Agar extracto Levadura.

El aislamiento, y purificacién cuando fuera necesaria, se llevé a cabo mediante el uso de un
ansa bacteriol6gica estéril, con la cual se tom6 una colonia del medio y se estri6 en la
superficie del agar extracto levadura (figura 8). Luego se incub6 a 36°C durante 24 horas.

Figura 8: proceso de aislamiento de colonias de CT y E. coli

A partir de este cultivo puro, se llevaron a cabo los pasos de confirmacién, segin norma
interna LI-10.113 (Nestle Waters, 2000).

4. Confirmacion de las colonias sospechosas

A continuacién, se describen los medios de cultivo utilizados para identificar las colonias
sospechosas. (Nestle Waters, LI1-10.113)

a) Siembra en Agar Kligler hierro

Componentes

Peptona de carne 13g

Cloruro de sodio 5g

Lactosa 10g

Tripteina 10g

Glucosa 1g

Citrato de hierro y amonio 0.5¢g
Tiosulfato de sodio 0.3g
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¢ Rojo de fenol 0.025¢g
e Agar 15¢g
e Agua destilada 1L

Para la preparacion de este medio marca Merck, fue importante tener en cuenta que, luego
de pesar el medio ya formulado y agregar el agua correspondiente, se asegurara la
disolucion total del polvo. Posteriormente, se distribuyé en tubos y se esteriliz6 en autoclave
a 121°C durante 15 minutos. Luego, se colocaron los tubos con el medio todavia liquido y
caliente en su interior, en una superficie inclinada y fria, de manera que se formara dentro
del tubo una larga superficie inclinada de agar y un pequefo fondo de no mas de 3 cm.

Para la siembra, se tom6 una colonia bien aislada y se inocul6 en pico de flauta de agar
Kligler hierro utilizando un ansa en punta, la misma se introdujo paralelo a las paredes del
tubo, hasta 1 cm antes de tocar el fondo y luego se estrié hacia la superficie inclinada (figura
9). Después de la inoculacion se incubaron los tubos a 36°C durante 24 horas.

\

Figura 9: siembra de colonia en pico de flauta KIigIe hierro

En este medio, la peptona de carne y la tripteina, aportan los nutrientes adecuados para el
crecimiento bacteriano. La lactosa y la glucosa son los hidratos de carbono fermentables. El
tiosulfato de sodio es el sustrato necesario para la produccién de acido sulfhidrico, el citrato
de hierro y el amonio, son la fuente de iones Fe*3, los cuales se combinan con el acido
sulfhidrico y producen sulfuro de hierro, de color negro. El rojo de fenol es el indicador de
pH, y el cloruro de sodio mantiene el ambiente osmaético.

Por fermentacion de azucares se producen &cidos que se detectan por medio del indicador
rojo de fenol, el cual vira a color amarillo en medio &cido. El tiosulfato de sodio se reduce a
sulfuro de hidrogeno el que reacciona luego con una sal de hierro proporcionando el tipico
sulfuro de hierro de color negro (Laboratorio Britania, 2021).

Al observar el color del medio de cultivo y la produccién de gas, se puede determinar (figura
10):
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Figura 10: codificacion de resultados en agar Kligler hierro.
Referencias:

1-Superficie alcalina/profundidad alcalina (pico rojo/fondo rojo): el microorganismo no
fermenta azUcares

2-Superficie  acida/profundidad acida (pico amarillo/fondo  amarillo): el
microorganismo fermenta la glucosa y lactosa.

3-La presencia de burbujas o la ruptura del medio de cultivo indican que el
microorganismo produce gas.

4-Superficie alcalina/profundidad acida (pico rojo/fondo amarillo): el microorganismo
solamente fermenta la glucosa.

5-El ennegrecimiento del medio indica que el microorganismo produce acido
sulfhidrico.

b) Siembra en Caldo Tript6fano para prueba de indol

Se preparé el medio marca Merck, mediante el pesaje del mismo y agregado de agua, luego
de su disolucion completa se coloc6 en tubos de ensayo los que se esterilizaron tapados en
autoclave a 121°C durante 15 minutos. Una vez esterilizados se retiraron del autoclave y se
dejaron enfriar.

Componentes
e Triptosa de caseina digestiva 10,0g
e L-Triptéfano 10g
e Cloruro de sodio 509
e Agua destilada o desionizada 1l

Las colonias de CT y E. coli se inocularon en un tubo con caldo tript6fano y fueron
incubadas en estufa a 44°C durante 24-48 horas (figura 11). Una vez cumplidas las 24-48h
de incubacién en caldo triptéfano, se agregd a cada tubo inoculado 0.5ml de reactivo indol,
se agito y dejo reposar para observar el resultado.

Figura 11: inoculacién de colonia sospechosa en caldo triptéfano
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c) Prueba oxidasa

Esta prueba pone en evidencia la presencia de actividad enzimatica de la oxidasa. Las
bacterias CT y E. coli son oxidasa negativo.

Para llevar a cabo esta prueba se utilizo el reactivo disponible comercialmente, en este caso
comercializado por MERCK, el cual se presenta en forma de tiras reactivas.

La prueba oxidasa es un método diagnéstico que evidencia la presencia del complejo
enzimatico denominado citocromo oxidasa c. Este sistema induce la transformaciéon del
citocromo reducido a oxidado, ya que capta el oxigeno para generar energia a través de la
respiracion aerébica y este a su vez actia como ultimo aceptor de electrones (H+) en la
cadena respiratoria.

Existen distintas variedades de citocromos (citocromos al, a2, a3 y 0). Algunas bacterias
pueden producir una sola, pero otras hasta dos o tres a la vez. En este sentido, la presencia
del citocromo a y a3 se conoce como citocromo — oxidasa c. Este es el tipo de citocromo
gue detecta la prueba oxidasa.

El sistema citocromo oxidasa c actla de la siguiente manera: los microorganismos oxidasa
positivos utilizan el oxigeno para generar energia a través de la respiracién aerébica. Este
sistema funciona gracias al transporte de electrones a partir de sustancias donadoras como
el NADH+ hacia sustancias receptoras, en este caso el oxigeno. Esto da como resultado
gue se produzca energia (ATP) y agua o peréxido de hidrégeno, dependiendo del sistema
de citocromo oxidasa que posea el microorganismo. Es por ello que la mayoria de las
bacterias oxidasa positivas también son catalasas positivas, condicidn necesaria para
eliminar el peréxido de hidrogeno producido, ya que esta sustancia es toxica para las
bacterias.

Una reaccion positiva generara una coloracion lavanda o azul —purpura, en cambio, si la
Gltima sustancia aceptora de electrones en la cadena respiratoria es diferente al oxigeno, la
prueba de oxidasa dard negativa (no hay producciéon de color); este es el caso de los
microorganismos anaerobios. Asi mismo, si el citocromo utilizado por el microorganismo es
diferente al citocromo oxidasa c, también dara la prueba negativa, tal es el caso de CT y E.
coli. (Gil, 2019) (Figura 12).

Para realizar esta prueba, las colonias se tomaron con un ansa estéril de plastico (no se
utilizé ansa metdlica porque puede interferir en el resultado) y se coloc6 sobre la zona
reactiva de la tira de oxidasa, luego se esperaron 30 segundos aproximadamente y se
verifico el resultado:

¢ Oxidasa negativo: la tira reactiva no presenta cambios de color.
¢ Oxidasa positivo: la tira reactiva se torna de color violeta- azulado

(b)

Figura 12: resultado de prueba Oxidasa: a: oxidasa negativa; b: oxidasa positiva
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d) Prueba KOH 3%

Para llevar a cabo esta prueba, se utilizé una solucién de hidréxido de potasio al 3%. Se
colocd una pequefa gota de esta solucidon en un portaobjeto limpio. Partiendo de un cultivo
puro y por medio de un ansa estéril se repicé una colonia bien aislada y se emulsion6
durante 1 minuto en la gota de KOH. Luego se levanté el ansa suavemente y se observo el
resultado:

e KOH positivo: se observa formacién de hilo mucoso al elevar el ansa, (Figura 13).

Figura 13: resultado positivo de prueba de KOH
e KOH negativo: no se observa formacion de hilo mucoso

e) Tincién de Gram

La norma LI-00.700-2, de Nestle Waters, describe que en esta coloracion se forma un
complejo cristal violeta yodo en el interior de la pared de las células, las bacterias Gram -
negativas contienen una membrana externa rica en lipolisacaridos que forma parte de su
pared celular. Por el contacto con el alcohol la membrana externa se desestabiliza, siendo
liberado el cristal violeta. Al ser aplicado el contracolorante safranina la célula es
contratefiida tomando el color rosado. En el caso de las bacterias Gram-positivas, resisten la
accién del alcohol porque el decolorante actia cerrando los poros, lo que impide que el
complejo cristal violeta/yodo pueda salirse. Por tanto, se mantiene estable la coloracién con
el cristal violeta, y no hay posibilidad de ingreso de la safranina. Por esto estas bacterias se
tiien de azul intenso o morado.

Para esta prueba, se utilizaron los reactivos comercializados por el laboratorio Merck, los
cuales ya se encuentran listos para ser utilizados y se llevaron a cabo los siguientes pasos:

e Se tomd la colonia a inspeccionar con un ansa y se aplicé sobre un portaobjeto exento de
grasa. Luego se mezclé directamente con 1 o 2 gotas de solucion fisiologica y se
extendid. Una vez secada al aire se procedi6 a la fijacion por calor (frotis), para lo que se
pasé 3 veces, lentamente, el lado inferior del portaobjeto por sobre la llama de un
mechero Bunsen. Se dej6 enfriar.

e Se cubrid el frotis al calor con solucion de Cristal violeta y se dej6 actuar durante 1

minuto.

Se verti6 la soluciéon de Cristal violeta y se lavé con solucién de Lugol (yodo yodurado).

Se cubri6 la extensién con Lugol y se la dej6é actuar durante 1 minuto.

Se lavé con agua destilada durante 5 segundos.

Se agitd el portaobjetos durante 30 segundos en solucion decolorante, hasta que no se

desprendieron mas nubosidades de color y la extension aparecié azul grisaceo.

Se enjuagod cuidadosamente con agua destilada durante 5 segundos.

Se tifié durante 30 segundos con solucién de Safranina

Se lavé con agua y se dejo secar

Finalmente se realiz6 la observacion al microscopio con objetivo de inmersion
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5. Tratamiento de resultados

Para el andlisis de los resultados obtenidos, se completé una tabla en la cual se detallé cada
una de las técnicas realizadas para cada una de las cepas sospechosas confirmadas. En la
misma, se coloco la reaccion correspondiente presentada por las colonias: CT+, EC+ 6 CT-,
EC-. Con estos resultados, se llevé a cabo un andlisis de frecuencias, a partir del cual se
realiz6 un gréfico en el que se pudieron visibilizar de mejor manera. Para ello se trabaj6 con
hojas de calculo Excel.

Para evaluar los medios de cultivo y confirmar que no arrojasen datos erréneos, se confirmé
su esterilidad mediante el uso de blancos. Estos fueron llevados a estufa a la temperatura y
tiempo correspondientes, segun lo define la técnica para cada uno. Pasado el tiempo de
incubacion, la ausencia de crecimiento, asegurd que el proceso de esterilizaciéon de los
mismos fue el adecuado.

6. Analisis de costos y tiempo

Para realizar esta evaluacion, se llevd a cabo un analisis de costos y tiempos que se
requieren para analizar un total de 50 muestras. Se tuvieron en cuenta los medios de cultivo
utilizados, tanto los de incubacion y aislacion como los de confirmacion, los reactivos de
confirmacion, tubos de ensayo y las placas utilizadas. Los costos fueron obtenidos a partir
de las paginas proveedoras de los insumos en el momento del analisis.
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IV- RESULTADOS Y DISCUSION

1. Interpretacion de resultados

Las cepas liofilizadas, las cepas sospechosas provenientes de las muestras de rutina y el
control negativo, fueron procesadas, crecidas en el medio CCA y aisladas para la obtencion
de un cultivo puro, al cual se le aplicaron las pruebas de confirmacion.

Luego de aplicadas cada una de las pruebas de confirmacion segun LI-10.113, se procedio
a interpretar los resultados de las mismas, para definir por Gltimo si correspondian a cepas
de CT o EC. La interpretacion de cada una fue:

1.1. Prueba Agar Kligler hierro

Una vez inoculada la cepa sospechosa y transcurrido el tiempo de incubacion, los resultados
para cepas de CT y EC, son:

En la base:

La totalidad de las cepas CT fermentaron la glucosa con produccion de acido, color amarillo
en el fondo del medio (Figura 14), esta fermentacion, en algunos casos fue acompafiada por
la produccién de gas que se observé por burbujas que separan el medio de las paredes del
tubo.

Figura 14: resultado de CT en Kligler hierro
En el pico:

El 100% de las cepas EC analizadas demostraron fermentacién acida de la lactosa,
cambiando el color de la superficie del medio a amarillo (figura 15).
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Figura 15: resultado de CT- E. coli

Cepas RCT y EF no produjeron fermentacion acida de la glucosa, con lo cual son negativas
a esta prueba.

1.2. Prueba caldo triptéfano para prueba indol

Posterior al agregado del reactivo indol, se observa un color rojo oscuro en la superficie de
contacto del medio y el reactivo, lo cual es indicador de la produccién de indol. Las bacterias
gue producen reaccién positiva al indol se consideran E. coli positivas, todas las cepas EC
analizadas presentaron formacion del anillo, mientras que las cepas CT, RCT y EF no lo
hicieron (figura 16).

Figura 16: prueba de indol positiva

1.3. Prueba oxidasa

Luego de que se tomaron las colonias con un ansa estéril de plastico y se colocaron sobre
la zona reactiva de la tira de oxidasa, se esperaron 30 segundos aproximadamente y todas
aquellas colonias que no presentaron cambios de color, es decir, ausencia de reaccion se
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consideraron “oxidasa negativo” y por lo tanto CT y EC. (Figura 17). Por el contrario, las
cepas RCT y EF resultaron positivas a la prueba oxidasa.

Figura 17: Prueba oxidasa negativa

1.4. Prueba KOH

Una vez emulsionada la colonia en la solucion de KOH 3% se verific6, mediante la elevacion
del ansa la formacion de hilo mucoso, las cepas CT y EC formaron dicho hilo (Figura 18),
mientras que las cepas RCT y EF no lo formaron.

Figura 18: resultado de prueba de KOH

1.5 Tincién de Gram

Todas las cepas de CT y EC resultaron ser bacilos cortos y Gram-negativas, como se
observa en la figura 19. Las cepas RCT fueron cocos y Gram-positivas.

N |

N L aa EEEN

igura 19: Bacterias Gram-negativas

T
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2. Resultados obtenidos de cepas liofilizadas de CT y sospechosas CT.

En la Tabla 3, se presentan los resultados obtenidos en cada prueba realizada a las 121
cepas de referencia de CT, codificadas como CT 1 a CT121 y las 4 cepas sospechosas de
CT provenientes de muestras de agua analizadas en el laboratorio, codificadas como RCT1

a RCTA4.

Tabla 3: Resultados obtenidos de cepas liofilizadas de CT y sospechosas CT

Cepa

cTl ?53? - + - + nggr;:rir\]/o cr+
cr2 ?o(}iszz: - + - + nggr:trir\]/o cr+
cr3 ?o?iszaa- - + - + nSgr:trir\]/o cr+
cT4 Ir?o(}iszi - + - + nggr:trir\]/o Cr+
CT5 Ir?o(}iszi - + - + nggr:trir\]/o Cr+
CT6 Ir?o(}iszz_ - + - + nggr:trir\]/o cr+
cr7 ?o(}iszag - + - + nSgrStrir\]/o cr+
cre ?o(}iszag - + - + nSgrStrir\]/o cr+
cT9 ?o?isza; - + - + nggr:trir\]/o cr+
CT10 ?o?isza; - + - + nggr:trir\]/o cr+
cTil ?o?iszaz: - + - + nSngtrir\]/o cr+
CTi2 I?o(}iszz: - + - + ngg;gtrir\]/o cr+
CT13 I?o(}iszz: - + - + ngg;gtrir\]/o cr+
CTla I?o(}iszz: - + - + nggrgtrir\]/o Cr+
CT15 I?oc}iszz - + - + nggrgtrir\]/o Cr+
CT16 I?oc}iszz - + - + nggrgtrir\]/o Cr+

Tabla 3, continGia en la pagina siguiente.
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Cepa

ofilizada Colonia ] ingor | Kligler | Prueba | KOH | TIncion | pesuitado
cTi7 Ir?o(}iiaa- - + - + nSgr:tT/o cr+
CT18 Ir?oc}iiz - + - + neGgr:tT/o cr+
CT19 Ir?oc}iiz - + - + neGgr:tT/o Cr+
CT20 }r?oc}isg- - + - + neGgrgtT/o cr+
cr21 ?oc}iszaa- - + - + nSgr;:rir\]/o cr+
cr22 ?oc}iszaa- - + - + nSgr;:rir\]/o cr+
cr23 Ir?o(}iszz_ - + - + neGngtrir\]/o cr+
CT24 Ir?o(}iszz_ - + - + ngggrstrir\]/o cr+
€125 Ir?o(}iszz_ - + - + neGngtrir\]/o cr+
CT26 ?o(}iszag - + - + nggr:trir\]/o cr+
crar ?o(}iszag - + - + nggr:trir\]/o Cr+
CT28 ?o(}isza; - + - + nggr:trir\]/o cr+
€129 ?o?isza; - + - + nggr:trir\]/o cr+
€T30 ?o?isza; - + - + nggr:trir\]/o cr+
cT3t I?o(}iszz: - + - + nggrgtrir\]/o cr+
CT32 I?o(}iszz: - + - + nggrgtrir\]/o cr+
CT33 I?o(}iszz: - + - + nggr:trir\]/o cr+
CT34 ?;fzaa - + - + nSngtT/ . CT+
CT35 ?;fzaa - + - + nSngtT/ . CT +
CT36 I?oc}iszzz - + - + nSgr:triT\]/o Cr+

Tabla 3, continGia en la pagina siguiente
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Cepa

liofilizada Colonia indol Kl_igler Pr_ueba KOH | Tincién Resultado
CT en CCA hierro |oxidasa| 3% Gram
cT37 Ir?o(}iiaa- - + - + nSgr:tT/o cr+
€138 Ir?oc}iiz - + - + neGgr:tT/o cr+
CT39 Ir?oc}iiz - + - + neGgr:tT/o Cr+
CT40 }r?oc}isg- - + - + neGgrgtT/o cr+
cT41 ?oc}iszaa- - + - + nSgr;:rir\]/o cr+
cT42 ?oc}iszaa- - + - + nSgr;:rir\]/o cr+
CT43 Ir?o(}iszz_ - + - + neGngtrir\]/o cr+
CT44 Ir?o(}iszz_ - + - + ngggrstrir\]/o cr+
CT45 Ir?o(}iszz_ - + - + neGngtrir\]/o cr+
CT46 ?o(}iszag - + - + nggr:trir\]/o cr+
cTar ?o(}iszag - + - + nggr:trir\]/o Cr+
CT48 ?o(}isza; - + - + nggr:trir\]/o cr+
CT49 ?o?isza; - + - + nggr:trir\]/o cr+
€T30 ?o?isza; - + - + nggr:trir\]/o cr+
€751 I?o(}iszz: - + - + nggrgtrir\]/o cr+
CT52 I?o(}iszz: - + - + nggrgtrir\]/o cr+
€753 I?o(}iszz: - + - + nggr:trir\]/o cr+
CT54 ?;fzaa - + - + nSngtT/ . CT+
CT55 ?;fzaa - + - + nSngtT/ . CT +
CT56 I?oc}iszzz - + - + nSgr:triT\]/o Cr+
CT57 I?o(}isg- - + - + neGngtriT\]/o Cr+

Tabla 3, continGia en la pagina siguiente
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Cepa

liofilizada Colonia indol Kl_igler Pr_ueba KOH | Tincién Resultado
CT en CCA hierro |oxidasa| 3% Gram
CT58 Ir?o(}iiaa- - + - + nSgr:tT/o cr+
€159 Ir?oc}iiz - + - + neGgr:tT/o cr+
CT60 Ir?oc}iiz - + - + neGgr:tT/o Cr+
cT61 }r?oc}isg- - + - + neGgrgtT/o cr+
cT62 ?oc}iszaa- - + - + nSgr;:rir\]/o cr+
CT63 ?oc}iszaa- - + - + nSgr;:rir\]/o cr+
CT64 Ir?o(}iszz_ - + - + neGngtrir\]/o cr+
CT65 Ir?o(}iszz_ - + - + ngggrstrir\]/o cr+
CT66 Ir?o(}iszz_ - + - + neGngtrir\]/o cr+
CT67 ?o(}iszag - + - + nggr:trir\]/o cr+
CT68 ?o(}iszag - + - + nggr:trir\]/o Cr+
CT69 ?o(}isza; - + - + nggr:trir\]/o cr+
CT70 ?o?isza; - + - + nggr:trir\]/o cr+
crrl ?o?isza; - + - + nggr:trir\]/o cr+
cr72 I?o(}iszz: - + - + nggrgtrir\]/o cr+
cT73 I?o(}iszz: - + - + nggrgtrir\]/o cr+
CT74 I?o(}iszz: - + - + nggr:trir\]/o cr+
CT75 ?;fzaa - + - + nSngtT/ . CT+
CT76 ?;fzaa - + - + nSngtT/ . CT +
crr7 I?oc}iszzz - + - + nSgr:triT\]/o Cr+
cr78 I?o(}isg- - + - + neGngtriT\]/o Cr+

Tabla 3, continGia en la pagina siguiente
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Cepa

liofilizada Colonia indol Kl_igler Pr_ueba KOH | Tincién Resultado
CT en CCA hierro |oxidasa| 3% Gram
cT79 Ir?o(}iiaa- - + - + nSgr:tT/o cr+
€180 Ir?oc}iiz - + - + neGgr:tT/o cr+
cr8l Ir?oc}iiz - + - + neGgr:tT/o Cr+
cr82 }r?oc}isg- - + - + neGgrgtT/o cr+
cT8s3 ?oc}iszaa- - + - + nSgr;:rir\]/o cr+
cT84 ?oc}iszaa- - + - + nSgr;:rir\]/o cr+
CT85 Ir?o(}iszz_ - + - + neGngtrir\]/o cr+
CT86 Ir?o(}iszz_ - + - + ngggrstrir\]/o cr+
cre7 Ir?o(}iszz_ - + - + neGngtrir\]/o cr+
CT88 ?o(}iszag - + - + nggr:trir\]/o cr+
CT89 ?o(}iszag - + - + nggr:trir\]/o Cr+
CT90 ?o(}isza; - + - + nggr:trir\]/o cr+
crol ?o?isza; - + - + nggr:trir\]/o cr+
CT92 ?o?isza; - + - + nggr:trir\]/o cr+
€793 I?o(}iszz: - + - + nggrgtrir\]/o cr+
CTo4 I?o(}iszz: - + - + nggrgtrir\]/o cr+
CT95 I?o(}iszz: - + - + nggr:trir\]/o cr+
CT96 ?;fzaa - + - + nSngtT/ . CT+
CT97 ?;fzaa - + - + nSngtT/ . CT +
CTo8 I?oc}iszzz - + - + nSgr:triT\]/o Cr+
€799 I?o(}isg- - + - + neGngtriT\]/o Cr+

Tabla 3, continGia en la pagina siguiente
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Cepa

liofilizada Colonia indol Kl_igler Pr_ueba KOH | Tincién Resultado
CT en CCA hierro |oxidasa| 3% Gram
CT100 Ir?o(}iiaa- - + - + nggrgtr:/o cr+
CT101 Ir?oc}iiz - + - + nggr:tT/o cr+
CT102 Ir?oc}iiz - + - + nggr:tT/o Cr+
CT103 }r?oc}isg- - + - + nggr:tT/o cr+
CT104 ?oc}iszaa- - + - + nggr:trir\]/o cr+
CT105 ?oc}iszaa- - + - + nggr:trir\]/o cr+
CT106 Ir?o(}iszz_ - + - + ngg;r:trir\l/o cr+
CT107 Ir?o(}iszz_ - + - + ngg;r:trir\]/o cr+
CT108 Ir?o(}iszz_ - + - + ngg;r:trir\]/o cr+
CT109 ?o(}iszag - + - + nggr:trir\]/o cr+
CT110 ?o(}iszag - + - + nggr:trir\]/o Cr+
CTill ?o(}isza; - + - + nggr:trir\]/o cr+
CTilz ?o?isza; - + - + nggr:trir\]/o cr+
CTiis ?o?isza; - + - + nggr:trir\]/o cr+
CT114 ?o(}.szaa - + - + nSngtT/ . CT +
CT115 ?o(}.szaa - + - + nSngtT/ . CT +
CT116 ?0(1’31 - + - + n%gm . CT +
CT117 ?0?;2[ - + - + nSngtT/ . CT+
CT118 ?o?;aa - + - + nSngtT/ . CT +
CT119 I?oc}iszzz - + - + nSngtriT\]/o Cr+
CT120 I?o(}isg- - + - + neGgr:triT\]/o Cr+

Tabla 3, continGia en la pagina siguiente
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Cepa . . L
Lo Colonia . Kligler | Prueba | KOH | Tincion
I|of|(I:|_z|_ada en CCA indol hierro |oxidasa| 3% Gram Resultado
Rosa- Gram
cTizl rojiza - + B + negativo cr+
rRcT1 | Rosa _ _ + _ | Gram CcT-
rojiza positivo
Rosa- Gram
RCT2 rojiza - - + - positivo Cr-
Rosa- Gram
RCT3 rojiza N - + - positivo cr-
Rosa- Gram
RCT4 rojiza N - + - positivo Cr-

3. Resultados obtenidos en cepas liofilizadas de E. coli

Se presentan en la tabla 4 los resultados obtenidos en cepas liofilizadas de E. coli,
codificadas como EC1 a EC102 donde se comparan resultados en CCA con pruebas
confirmatorias correspondientes a técnica interna LI-10.113 (Nestle Waters, 2000).

Tabla 4: Resultados obtenidos de cepas liofilizadas de E. coli

IioﬁIE;SSQa Colonia indol KI_igIer Pr_ueba KOH | Tincidn Resultado

E. coli en CCA hierro oxidasa | 3% | Gram

(EC)

EC1 giz%lggz;l + + - + ngg;:trir\]/o EC+
EC2 ;iz%ll(z[gr;l + + - + nggrgtrir\]/o EC+
EC3 ;/iz%ll(z[gr;l + + - + ngngtrir\]/o EC+
EC4 ;/iz%ll(z[gr;l + + - + ngngtrir\]/o EC+
EC5 ;iz(dfafgé + + - + nggrgtrir\]/o EC+
EC6 ;iz(dfafgé + + - + nggrgtrir\]/o EC+
ECY ;iz(dﬁ;gé + + - + nggrgtrir\]/o EC+
EC8 ;izcﬂg[gé + + - + ngg;:trir\]/o EC+
EC9 ;izcﬂg[gé + + - + ngg;:trir\]/o EC+
EC10 | Jeda| t |t - |+ |nogatvo]  EC*
ECUL | ieda| t |t - |+ |nogatvo]  EC*

Tabla 4, continGia en la pagina siguiente.
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Cepa

(EC)

o |l |+ | | [ S e
coss |yl |+ | | [ S e
o |yl |+ | | [ S e
EC15 ;/izcﬂgg; + + - + nggr:trir\]/o EC+
EC16 ;/izcﬂgg; + + - + nggr:trir\]/o EC+
EC17 gizcﬂggé + + - + nggr:trir\]/o EC +
EC18 ;iz(ﬂggé + + - + neGngtrir\]/o EC +
EC19 ;iz(ﬂggé + + - + neGngtrir\]/o EC +
EC20 ;iz(ﬂr;[gz;l + + - + nggr:trir\]/o EC+
EC21 giz%lltz[gz;l + + - + nggr:trir\]/o EC+
o ||+ | | o |+ |l e
s [we |+ |+ | - [+ S| e
o ||+ |+ | - [+ S| e
s [gome |+ |+ | - |+ o]
ol |+ |+ | - |+ o]
oo [gome |+ |+ | - |+ o]
EC28 e\llizc::g[gz;l + + - + nggr:trir\]/o EC
EC29 e\llizc::g[gz;l + + - + nggr:trir\]/o EC
EC30 e\llizc::g[gz;l + + - + nggr:trir\]/o EC
EC31 ;iz(ljjlggé + + - + neGngtriT\]/o EC+

Tabla 4, continGia en la pagina siguiente.
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Cepa

(EC)

e (ke + |+ [ - [+ om] e
o [ o+ | 4 | o [+ [om] e
o [l o+ | 4 | -+ [ e
s [ome |+ |+ | - |+ e e
s [ome |+ |+ | - |+ e e
s || |+ | - |+ o] e
cos |wem |+ |+ | - |+ |om] e
coo |wem |+ |+ | - [+ o] e
oo |wem |+ |+ | [ o] e
con [l + | v |- [+ L] e
o i + |+ | - e lam] e
con |+ |+ | - e lam]
cou |+ |+ |- e lam]
o [ + |+ | [ L] =
con L]+ |+ | [ L] e
con [l + |+ |- [+ L] =
EC48 e\llizc::g[gz;l + + - + nggr:trir\]/o EC
EC49 e\llizc::g[gz;l + + - + nggr:trir\]/o EC
ECS50 e\llizc::g[gz;l + + - + nggr:trir\]/o EC
ECS1 ;iz(ljjlggé + + - + neGngtriT\]/o EC
EC52 ;/iz%lggé + + - + nSngtriT\]/o EC

Tabla 4, continGia en la pagina siguiente.
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Cepa

(EC)

s ok |+ |+ [ - [+ om ] e
ot [ ] o+ | 4 | - [+ [Sm] e
oss [ ]+ | 4 | - |+ [Sm] e
coss [ome |+ |+ | - |+ o] e
o [ome |+ |+ | - |+ e e
s [yore |+ | 4 | - |+ o] e
coo ||+ |+ | - |+ [om] e
coro ||+ |+ | - |+ om] e
cons |wem |+ |+ | - | [om] e
o [l + | v |- [ L] e
o i+ |+ | - e lam] o
o |+ |+ | - e lam]
o [+ |+ | - e lam] e
el I R R R A S
il I B B R A S
on [l + |+ | [ L] e
EC69 e\llizc::g[gz;l + + - + nggr:trir\]/o EC
EC70 e\llizc::g[gz;l + + - + nggr:trir\]/o EC
EC71 e\llizc::g[gz;l + + - + nggr:trir\]/o EC
ECT2 ;iz(ljjlggé + + - + neGngtriT\]/o EC
EC73 ;/iz%lggé + + - + nSngtriT\]/o EC

Tabla 4, continGia en la pagina siguiente.
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Cepa

(EC)

o [amee ]+ [+ | [ Lo e
cors [ | 4 |+ | - [+ S| e
cors [ | 4 |+ | o[+ S| e
cor |wem |+ |+ | - |+ lemn| e
o [dome |+ |+ | - |+ |om e
oo |wem |+ |+ | - |+ e e
coro ||+ |+ | - |+ [om] e
con |wem |+ |+ | - |+ [om] e
coe |wem |+ |+ | - |+ |om] e
o [l + | v | [ L] e
oo |+ |+ | - e lam]
oo i+ |+ | - e lam] e
oo [+ |+ | - [+ lam]
= I B R A A S
con [l + | o | [ L] e
el I B R A A S
EC90 e\llizc::g[gz;l + + - + nggr:trir\]/o EC
EC91 e\llizc::g[gz;l + + - + nggr:trir\]/o EC
EC92 e\llizc::g[gz;l + + - + nggr:trir\]/o EC
EC93 ;iz(ljjlggé + + - + neGngtriT\]/o EC
EC94 ;/iz%lggé + + - + nSngtriT\]/o EC

Tabla 4, continGia en la pagina siguiente.
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Cepa

"Ecoi |encca| Nl | NG | oxidasa | S | Gram | Resuliado
(EC)

com [ ¢ |+ | - |+ lemm] =
o o | |+ | - |+ o, e
coor ||+ |+ | - |+ || o
com [ | |+ | - |+ o, e
com s | v | - | S e
ECl00 | YO |4 + - + n%rzmo ECH
Eclon | YO |4 + - + ngaamo ECT
Ecloz | YO |4 + - + ngaamo ECT

4. Resultados obtenidos en cepa liofilizada de Enterococcus faecalis (control
negativo)

Se presentan en tabla 5 los resultados obtenidos en cepa testigo de Enterococcus faecalis,
codificada como EF, donde se comparan resultados en CCA con pruebas confirmatorias
correspondientes a técnica interna LI-10.113 (Nestle Waters, 2000).

Tabla 5: Resultados obtenidos de cepa liofilizada de Enterococcus faecalis

Cepa
liofilizada | Colonia indol Kligler | Prueba | KOH | Tincidn Resultado
Enterococcus | en CCA hierro |oxidasa| 3% Gram
faecalis (EF)
EF Blanca- + Gram CT/EC -
pequefia - - - positivo

5. Anadlisis de frecuencias de resultados obtenidos

Para analizar los resultados de CT, se realiza un analisis de frecuencias teniendo en cuenta
los resultados obtenidos en las tablas anteriores (tabla 6, figura 20).

Tabla 6: Andlisis de frecuencias para bacterias CT

Frecuencia Frecuencia Frecuencia Frecuencia
Modalidades . absoluta relativa
absoluta relativa (%)
acumulada acumulada (%)
CT+ 121 96,8 121 96,8
RCT- 4 3,2 125 100
Totales 125 100
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Figura 20: frecuencia relativa CT

B CT+
mCT-

Para analizar los resultados de EC, se realiza un andlisis de frecuencias teniendo en cuenta

los resultados obtenidos en las tablas anteriores (tabla 7, figura 21).

Tabla 7: Andlisis de frecuencias para bacterias E. coli

Frecuencia Frecuencia Frecuencia Frecuencia
Modalidades . absoluta relativa
absoluta relativa (%)
acumulada | acumulada (%)
EC+ 102 100 102 100
EC- 0 0 102 100
Totales 102 100
EEC+ MEC-

Figura 21: frecuencia relativa EC

0%
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6. Analisis de costos y tiempos.

En la tabla 8, se pueden observar el tiempo y los costos en materiales mas representativos
utilizados, que incluye los medios de cultivo y cajas de Petri utilizadas segun la norma
interna norma LI-10.113 (Nestle Waters, 2000) y la norma 1SO-9308-1:2014, al igual que el
tiempo empleado segun cada protocolo para realizar 50 determinaciones.

Tabla 8: insumos utilizados en 50 determinaciones de CT y EC, segun las dos normas
estudiadas y tiempo empleado en cada etapa

Tiempo
Norma Costo de medios de cultivo e insumos(U$D) estimado
(horas)
Agar lactosa TTC con Tergitol- Merck 8,94 48
Agar extracto de levadura- Merck 8,93 24
Agar Kligler hierro- Merck 9,49 24
Caldo Triptona- Merck 11,97 24
II\?/I(Z?(C::EVO de indol segun Kovacs 100 ml- 47.6 05
Kit tincion de Gram- Merck 228 0,5
LI-10,113 Hidroxido de potasio 1 ampolla-
Industria y Medicina 47 0.5
Bactident oxidasa 50 tiras- Merck 36,7 0,5
Cajas de Petri - Microclar 12,50 -
Tubos de ensayo- Pyrex 12 -
Membranas 0.45p- Microclar 42,5 -
SUMA TOTAL 465,15 122
Chromocult coliform agar- Merck 30,14 24
Bactident oxidasa 50 tiras- Merck 36,7 0,5
Isf2%3138 Cajas de Petri- Microclar 6,25 -
Membranas 0.45p- Microclar 425 -
SUMA TOTAL 115.59 24,5

Mediante el uso de pruebas confirmatorias de la norma interna LI-10.113 (Nestle Waters,
2000), se confirmé que el 96.8% de las cepas rojas-rosadas obtenidas en CCA son CT,
mientras que el 3.2% de las mismas resultaron negativas a estas pruebas, por lo tanto, asi
como define la norma 1SO-9308-1:2014 es necesario que todas las colonias rojas-rosadas
gue crecen en medio CCA sean confirmadas mediante la prueba oxidasa, para evitar falsos
positivos, esta prueba es importante ya que es simple de realizar, facil de interpretar y el
resultado se obtiene de forma inmediata. Si fuera necesario, como control interno de
laboratorio se complementa con una tincién Gram.

Es importante rescatar que las cepas confirmadas como CT coinciden con la totalidad de
cepas CT enviadas por el laboratorio, mientras que el 3.2% de cepas rojas-rosadas que
resultaron ser CT negativas correspondieron a colonias que provenian de muestras de rutina
y crecieron como sospechosas en el medio CCA.

Mediante el uso de pruebas confirmatorias de la norma interna LI-10.113 (Nestle Waters,
2000), se confirmé que el 100% de las cepas violetas-azuladas obtenidas en CCA fueron E.
coli. Por lo tanto se pudo considerar, que todas las colonias violetas-azuladas que crecen en
medio CCA se pueden confirmar como EC, sin necesidad de realizar pruebas confirmatorias
de las mismas.
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Mediante el analisis de costos, se demuestra que para realizar 50 determinaciones mediante
la técnica LI-10.113 (Nestle Waters, 2000) se requiere de un total de $USD 465,15; mientras
gue para la realizacion de la técnica 1SO-9308-1:2014 solo se requieren $USD 115,59. En
cuanto a tiempos, la técnica LI necesita de un total de 122 horas para confirmar colonias
sospechosas, tanto EC como CT, mientras que la norma ISO necesita solo 24,5 horas para
el caso de CT y 24 horas para el caso de EC, las cuales no es necesario que sean
confirmadas. A partir de esto, se considera que la norma ISO es un 73% mas econOmica y
un 79% mas rapida que la LI.

7. Discusién

Diversos investigadores (Lange, et al 2013, Finney, et al, 2003; Byamukama, et al. 2000;
Geissler 2000) coinciden en la importancia sanitaria de detectar E. coliy CT en 24 horas, ya
sea en muestras de agua de diversos origenes 0 en muestras de materia fecal.

Al igual que en este trabajo, distintos autores coinciden en la importancia de realizar la
prueba oxidasa para confirmar CT y evitar asi falsos positivos por presencia de otros
géneros, como por ejemplo Aeromonas. (Lange et al, 2013), Pseudomona (Finney et al,
2003) o Vibrio (Geissler et al, 2000)

Algunos autores (Lange, et al, 2013, Gessler, et al, 2000) proponen ademas el uso de
sistema de identificacion APl 20E en las colonias rojo-rosadas y oxidasa. Esto no fue
utilizado en este trabajo, podria proponerse como control en futuras investigaciones.

Al igual que Lange et al. 2013, se sugiere realizar una tincién de Gram cuando el analista lo
desee, sin ser esta prueba obligatoria para la confirmacion.

En este trabajo se analizaron 4 muestras de agua mineral extraida de la planta, las mismas

demostraron ausencia de CT y E. coli. Se propone continuar evaluando los resultados con
otras muestras reales que se analizan a diario en el laboratorio.
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V-CONCLUSION

Todas las colonias violetas-azuladas que crecen en medio CCA pueden ser
consideradas E. coli positivas, sin necesidad de realizar pruebas confirmatorias.

Todas las colonias rojas-rosadas que crecen en medio CCA deberian ser
confirmadas mediante la prueba oxidasa y si se desea complementadas con una
tincion de Gram para ser consideradas CT. Es importante tener en cuenta que
realizar la tincién de Gram aumentaria el costo en un 66% para 50 determinaciones.

El uso de la prueba oxidasa para confirmar que los microorganismos analizados son
CT, no aumenta el tiempo de analisis ya que se realiza en minutos, con resultados
faciles de interpretar.

La metodologia propuesta por la norma 1SO-9308-1:2014 para la deteccion y
enumeracion de bacterias Coliformes totales y Escherichia coli es mas eficiente en
cuanto al costo y tiempo de obtencion de resultados e igual de eficaz en cuanto al
crecimiento y confirmacién de los microorganismos en estudio en comparacion con la
norma interna LI-10.113. Con estos resultados, en el laboratorio de andlisis
microbiolégico de la empresa embotelladora de agua mineral Nestlé Waters se
decidi6 reemplazar el protocolo de la norma interna LI-10.113 por el protocolo de la
norma 1SO-9308-1:2014.

La aplicacion de la metodologia propuesta nos permite tener la certeza de ausencia/
presencia de E. coli y CT en circuitos y productos terminados en 24 h, lo que
permitird a la empresa accionar de manera rapida para corregir la situacion o liberar
el producto para el consumo.
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