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Resumen: En el presente estudio se hace una evaluacion entre la técnica tradicional por membrana filtrante,
con dos nuevas técnicas de andlisis microbioldgico: la técnica de Petrifilm y de sustrato definido o prueba de
Colilert, para la deteccién del grupo de coliformes totales y coliformes fecales en muestras de agua. Las muestras,
sometidas a las tres diferentes evaluaciones microbioldgicas de agua, fueron obtenidas de cinco acueductos ru-
rales en la provincia de Los Santos, durante el mes de octubre. Los resultados obtenidos para cada una de las
técnicas de andlisis, arrojaron recuentos mayores del nimero de coliformes totales en la técnica de Petrifilm; no
obstante, en la técnica del sustrato definido (Colilert) se detecté mayor nimero de coliformes fecales; esto se
sustentd en la evaluacion estadistica, donde demostré que solamente se encontraron diferencias significativas
entre la técnica de Petrifilm y la membrana por filtracién, respecto a la deteccidn de coliformes totales. El analisis
de varianzay la correlacion determinaron que la técnica de sustrato definido, en donde se evalta de manera si-
multanea coliformes totales y E. coli, detectd més unidades de colonias de E. coli. En este estudio, se concluye
que las técnicas de Petrifilm y de sustrato definido (Colilert) cuantificaron mayor nimero de coliformes.

Palabras claves: Coliformes totales, coliformes fecales, bacterias coliformes, membrana filtrante, Petrifilm, sustrato
definido.

Abstract: In the present study, an evaluation has been made comparing the traditional techniques of membrane
filtration with the new microbiological analytical procedures of water using the Petrifilm technique, the defined
substrate procedure for the fecal and total coliform, and the Colilert test for determining the group of coliforms
and fecal coliforms. The samples tested with the three different microbiological evaluations of water, were ob-
tained from five rural aqueducts located in the province of Los Santos in October. This research is not experimental
and the results obtained from each of the techniques of analyzing water through the Petrifilm technique resulted
in a greater number of total coliforms. On the other hand, the defined substrate procedure (Colilert) showed a
greater number of fecal coliforms. This was tested through the statistic evaluation, which indicates that there are
only significant differences between the Petrifilm technique and the membrane filtration procedure regarding
the finding of total coliforms. Nevertheless, the defined substrate procedure is based on the principle of using
the defined substrate through which total coliforms and E. coli are simultaneously detected and the variance
analyses and correlation as well determine that the former showed more units of colonies of E. coli.
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1. Introduccién

Tradicionalmente y por mucho tiempo,
se han empleado los métodos de membrana
filtrante para el andlisis y evaluacién de la ca-
lidad bacteriolégica del agua potable, en la
que normalmente se concentran 100 milili-
tros de agua, y se cultivan en un medio dife-
rencial como el lauril sulfato o Endo Les agar,
que se basan en el principio de la fermenta-
cion de la lactosa (APHA, 1995).

Lo anterior es confirmado por Rey-
nolds (2001), quien senala que en paises
como Estados Unidos, en donde utilizan
esta técnica para la recuperacién del grupo
de los coliformes, han planteado serios
cuestionamientos para predecir el asegu-
ramiento del abastecimiento de agua, toda
vez que resultan en falsos positivos.

De esta forma, a fines de los ochenta se
desarrollé una nueva tecnologia denomi-
nada sustrato definido (Colilert), basada en
el principio de un sustrato especifico que
solamente puede ser degradado enzimati-
camente por el grupo de las bacterias coli-
formes, ya que estas poseen la enzima
f-galactosidasa y de manera simultdnea
determina, al mismo tiempo, la presencia
de E. coli, ya que posee la enzima [-galac-
topirandsido que puede degradar el sus-
trato galactoparatosido (Alarcén, 1996). El
método del sustrato definido (Colilert) es
un producto de amplio uso en Inglaterra y
en otros paises como Costa Rica, en los que
muestras de aguas analizadas por esta ul-
tima, han arrojado diferencias significati-
vas al compararla con la técnica de mem-
brana filtrante (Cowburn et al., 1994).

Lo planteado anteriormente, deriva de
la problemética de que mucho de los mi-
croorganismos coliformes son enmascara-

dos por la competencia heterotréfica o
flora de acompanamiento, resultando en la
busqueda de metodologias alternativas que
supriman estas interferencias (Brenner et
al., 1993). Es aqui, que el método de sus-
trato definido se basa exclusivamente en el
principio de la actividad enzimadtica, donde
los microorganismos son seleccionados
por el uso de sustratos especificos cromo-
génicos como fluorogénicos (Fricker et al.,
1994).

La técnica del sustrato definido se puede
interpretar, por la presencia o ausencia del
grupo coliformes y E. coli, como cuantifica-
ble, basado en el uso de dispositivos de
Quanty-Tray, utilizando el criterio del nu-
mero mas probable (Cowburn et al., 1994).
Al igual que otras técnicas especificas, se ha
venido desarrollando la de Petrifilm, que es
ampliamente reconocida por la Asociacién
de Estdndares Canadiense (AOAC, por sus
siglas en inglés), en los andlisis bacteriol6gi-
cos de alimentos; sin embargo, se han desa-
rrollado intentos por aplicarlo en andlisis de
aguas (Rodriguez, 1995).

Por otro lado, la técnica de Petrifilm
puede ser utilizada para el recuento espe-
cifico de coliformes y E. coli; en la que se
siembra la muestra en un agente gelificante
que contiene nutrientes como la bilis verde
brillante y un indicador de la actividad de
laglucoronidasa, que facilita la enumera-
cién de las colonias, donde E. Coli se visua-
liza como colonias de color azul, asociada
con gas o burbuja; en tanto que los colifor-
mes, como colonias rojas, también asocia-
das con burbuja (Rodriguez, 1995).

Esta técnica se estandarizd, principal-
mente, para ser utilizada en el andlisis de
parametros microbiolégicos como colifor-



mes, enterobacterias, hongos y levaduras,
en muestras de alimentos; sin embargo,
para el andlisis de muestras de agua, ain no
estd normado (Broce, 2005). Por otro lado,
en diversos estudios realizados en la Uni-
versidad de Panama por la Escuela de Bio-
logia, han concluido que la técnica de
Colilert tiene una alta sensibilidad en la de-
teccion de coliformes totales y E. coli, en
muestras que aparentemente resultaron
ser falsos positivos (Quintero, 2010).

Es por ello que cada programa e insti-
tucién dedicada a la vigilancia rutinaria del
agua, debe someter estas técnicas a proce-
sos de validacién, para determinar la pre-
cisién y confiabilidad de las mismas. Como
aporte a estos procesos se realizé una in-
vestigacion que evalud tres técnicas de ana-
lisis microbiolégicos en aguas, utilizadas
para detectar coliformes totales y colifor-
mes fecales (E. coli) en muestras de aguas,
colectadas a nivel de acueductos rurales en
la provincia de Los Santos.

2. Materiales y métodos

2.1. Ambito de estudio

La investigacién consistié en tomar
muestras de agua al azar, a nivel de cinco
acueductos rurales en el distrito de Tonosi;
en cada acueducto, se tomaron tres mues-
tras y sus réplicas.Los acueductos que se
tomaron para este estudio pertenecen a las
cinco comunidades siguientes: Tonosi Ca-
becera, Bijagual, Buenos Aires, La Bonita y
El Bebedero. Los acueductos fueron moni-
toreados durante el mes de octubre, en
donde se les aplicd tres técnicas de andlisis
microbiolégico: membrana filtrante, Petri-
film y sustrato definido (Colilert).
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2.2, Planteamiento de la hipotesis

de investigacion

La hipétesis es: existen diferencias en
la determinacién de coliformes totales y fe-
cales para cada una de las tres técnicas:
membrana filtrante, Petrifilm y sustrato
definido (Colilert).

2.3. Tipo de investigaciény

variables de estudio

Basado en una investigaciéncuantita-
tiva, de tipo descriptiva; nuestras variables
fueron las técnicas de andlisis microbiol4-
gico de aguas (membrana filtrante, Petri-
film, y sustrato definido (Colilert), que
representan la variable independiente,
mientras que nuestra variable dependiente
son las colonias de coliformes totales y co-
lonias de coliformes fecales obtenidas me-
diante estas tres técnicas.

2.4. Procesamiento de las muestras
mediante las técnicas microbiologicas
Las muestras de aguas fueron colecta-
das a nivel de cinco acueductos, por tripli-
cado; se conservaron bajo refrigeracién a
4.°C, durante un perfodo de seis horas; des-
pués de tomadas las muestras en campo,
estas fueron enviadas al Laboratorio de Ca-
lidad de Agua del Ministerio de Salud, en
la provincia de Los Santos, para su poste-
rior andlisis microbiolégico.
Las muestras fueron evaluadas a través
de tres técnicas, como sigue:

2.4.1.Técnica de membrana filtrante (MF)

Las muestras tomadas a los cinco
acueductos fueron filtradas, usando un vo-
lumen de agua de 100 ml, a través de una
membrana filtrante de 0.45 pm de tamafo
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de porosidad, utilizada para atrapar bacte-
rias, y colocada en sendos platos petris con
medios nutricionales, como agar m- Endo
Les para coliformes totales, y agar MFC
con dcido rosolico al 1% para coliformes fe-
cales. Las temperaturas de incubacién,
para la deteccién de ambos pardmetros,
fueron de 37 y 44 °C, respectivamente, du-
rante un periodo de 24 a 48 horas. Los re-
sultados positivos para el caso de coli-
formes totales, fueron cuantificados como
aquellas bacterias que presentaron un
color verde brillante metédlico, y para coli-
formes fecales como colonias con color
azul. Para reportar los resultados, se utilizd
la férmula:

UFC (unidad formadora de colonias de colifor-
mes)/100 ml: Nimero de colonias bacterias x
100/volumen de muestra de agua filtrada

2.4.2. Técnica de Petrifilm (PF)

Las muestras de agua, de manera si-
multanea, fueron analizadas por esta téc-
nica, que consisti6 en utilizar placas de
Petrifilm especificas para coliformes y E.
coli (CC-EQ), las cuales fueron hidratadas
previamente con un mililitro de agua des-
tilada, y el procedimiento aplicado fue el
mismo que para la técnica de membrana
filtrante, filtrandose un volumen de 100
ml de la muestra de agua, para luego ser
cultivada en estas placas, e incubadas a
una temperatura de 37 °C por 24 a 48
horas. Los resultados obtenidos fueron ti-
pificados como coliformes totales, a
aquellas colonias bacterianas de color
rojo asociadas a burbujas; en tanto que
para E. coli, como aquellas colonias bac-
terianas de color azul asociadas igual-

mente a burbujas. Los célculos de las uni-
dades formadoras de colonias (UFC/100
ml), se realizaron con la férmula plante-
ada para la técnica de membrana fil-
trante.

2.4.3. Técnica de sustrato definido
(Colilert) (SD)

A través de esta técnica, las mismas
muestras sometidas a las dos técnicas an-
teriores, fueron colocadas en un volumen
de 100 ml, en envases estériles con tiosul-
fato de sodio, a los cuales se les agreg6 un
reactivo de basado en la deteccién de la
enzima B galactosidasa, especifico para
detectar coliformes y E. coli. Estas se ho-
mogenizaron durante un minuto y luego
fueron agregadas en sendas charolas con
51 pocillos, y pasadas a través de un sella-
dor de marca IDEXX, para repartirlas de
manera uniforme en cada uno de los 51
pocillos de la charola de la muestra de
agua. Estas charolas con las muestras fue-
ron incubadas a 37 °C durante un periodo
de 24 horas. Los resultados positivos de las
muestras de agua, para coliformes totales,
fueron aquellas que exhibieron un color
amarillo, mientras que para el caso de E.
coli, las muestras positivas, fluorescieron
bajo la accién de una lampara de luz ultra-
violeta de 400 nm. La interpretacién cuan-
titativa se hizo con la tabla del nimero mas
probable (NMP) de bacterias a un 95% de
confianza.

Los resultados fueron tabulados y la
evaluacion estadistica se baso en el tipo de
disefno experimental escogido, y analizado
mediante una varianza simple y correla-
cién de Pearson.
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3. Resultados
Los resultados se registraron y se tabularon en el cuadro 1.

Cuadro 1: Recuento de colonias de coliformes, a través de tres técnicas de andlisis microbioldgicos, en muestras
de aguas tomadas de cinco acueductos rurales en la provincia de Los Santos.

TECNICA DE ANALISIS MICROBIOLOGICO

Replicas Membrana Petrifilm Sustrato definido
Acueducto (No. de filtrante (Colilert)
muestra) YFC/100ml  UFC/100ml UFC/100ml UFC/100 ml NMP/100 ml NMP/100 ml
coliformes  coliformes  coliformes E. coli coliformes E. coli
totales fecales totales totales
Tonosi 1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 400 0 0 0
Media 0 0 1333 0 0 0
geométrica
Bijagual 1 300 0 100 0 420 100
2 500 0 400 0 200 0
3 2,100 0 900 0 310 200
Media 966.7 0 466.7 0 310.0 100
geométrica
Buenos Aires 1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 200 0 0 0
3 0 0 300 0 0 500
Media 0 0 166.7 0 0 166.7
geométrica
La Bonita 1 200 0 200 0 0 500
2 100 0 600 0 0 1,200
3 100 0 400 0 0 800
Media 1333 0 400 0 0 8333
geométrica
El Bebedero 1 0 0 0 0 0 100
2 0 0 0 0 0 100
3 0 0 0 0 0 0
Media 0 0 0 0 0 66.7
geométrica

Nota: UFC = unidades tomadoras de colonias de coliformes, NMP = nimero mas probable.
Fuente: De la Cruz, A, 2011.



106 - Alexis De La Cruz L.

En el cuadro 1, se observa el recuento
de colonias de coliformes, tanto totales
como coliformes fecales, mediante las téc-
nicas de membrana filtrante, Petrifilm, y
sustrato definido (Colilert). Los mismos se
transformaron a unidades formadoras de
colonias de coliformes para cada una de las
tres técnicas; e igualmente, para la homo-
genizacion de los resultados, se transfor-
maron a logaritmos, para su posterior
andlisis estadistico. En este cuadro, se pre-
senta la media geométrica obtenida en

cada acueducto, puesto que se tomaron
tres réplicas de cada sistema de abasteci-
miento de agua.

Igualmente, se presenta los resultados
de correlacién (cuadro 2) entre cada una de
las técnicas, asi como la evaluacién de la
varianza a nivel de cada acueducto.

Adicionalmente, se presentan unas
graficas que permiten observar la diferen-
cia entre cada una de las tres técnicas, en
la obtencién de los coliformes (figuras 1, 2,

y 3).

Cuadro 2. Correlacion entre las diferentes técnicas para la evaluacion de bacterias coliformes.

MFCT MFCF PFCT PFCF SDCT SDCF
MFCT 1 A 650* A 453 419
Correlacion Pearsona dos colas - - 009 - 090 120
N 15 14 15 15 15 15
MFCT A A A A A A
Correlacion Pearson a dos colas - - - - - -
N 14 14 14 14 14 14
MFCT 650* A 1 A 152 485
Correlacion Pearson a dos colas  .009 - - - - 067
N 15 15 15 15 15 15
MFCT A A A A A A
Correlacion Pearson a dos colas - - - - - -
N 15 14 15 15 15 15
MFCT 433 A 152 A 1 239
Correlacion Pearson a dos colas .090 - 588 - - 391
N 15 14 15 15 15 15
MFCT 419 A 485 A 239 1
Correlacion Pearson a dos colas 120 - 067 - 392 -
N 15 14 15 15 15 15

Nota: MFCT = membrana filtrante para coliformes totales, MFCF = membrana filtrante para coliformes fecales, PFCT = placa de petrifilm para
coliformes totales, PFCF = placas de petrifilm para coliformes fecales, SDCT = sustrato definido para coliformes totales, SDCF= sustrato definido

para coliformes fecales; A = valor transformado, N = repeticiones.
(*) = altamente significativo.

Fuente: De La Cruz, A, 2011.
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Figura 1. Evaluacion de coliformes a muestras de
agua de cinco acueductos rurales, mediante la técnica
de membrana filtrante UFC (unidad formadora de co-
lonia)

Fuente: De La Cruz, A, 2011.
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Figura 2. Evaluacion de coliformes a muestras de
cinco acueductos mediante la técnica de Petrifilm

UFC (unidad formadora de colonia)
Fuente: De La Cruz, A, 2011.
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Figura 3. Evaluacion de coliformes a muestras de
cinco acueductos mediante la técnica de sustrato de-

finido (Colilert) UFC (unidad formadora de colonia)
Fuente: De La Cruz, A, 2011.
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4. Discusion

De acuerdo a los resultados obtenidos
de los niveles de coliformes totales, a través
de las tres técnicas de andlisis microbiol4-
gicos aplicadas a cada una de las muestras
de los acueductos evaluados, se observd
que las técnicas de membrana filtrante y
Petrifilm, detectaron mayor nuimero de
estos microorganismos; sin embargo, de las
tres técnicas para esta investigacion, la de
Petrifilm resulté la técnica donde mas se
detecté unidades formadoras de colonias
de coliformes totales (cuadro 1).

La correlacién entre las técnicas de
andlisis demostré que la técnica de Petri-
film arrojé una correlacion fuertemente
positiva (r: .0650, p=.009), en relacién con
la técnica de membrana filtrante, lo que
significa que ambas técnicas resultaron ser
las mejores en la deteccién de coliformes
totales.

Estos mismos hallazgos fueron encon-
trados en un estudio realizado por la em-
presa 3M, donde describieron, que la
técnica de Petrifilm basada en la actividad
de la fermentacion de la f-glucoronidasa,
al igual que la técnica de la membrana fil-
trante, permiten recuperar colonias de co-
liformes totales que se visualizan como
colonias de color rojo (Broce, 1995).

El andlisis de varianza en los resultados
de coliformes totales, a través de las técni-
cas de membrana filtrante y Petrifilm, de-
termind una diferencia significativa de
F=3,867, p=.041 y F=8.18, p=.004, con re-
lacién a los andlisis de varianza de la téc-
nica de sustrato definido, en donde resultd
un valor con una F=4.865, p=.022. Esto nos
indica nuevamente que las técnicas de
membrana filtrante y Petrifilm resultaron
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ser mejores en la evaluacién de coliformes
totales, con respecto a sustrato definido.
Esto se observa en las figuras 1, 2 y 3, que
sefalan claramente que la técnica de Petri-
film y membrana filtrante resultaron las
mejores en la determinacion de coliformes
totales, no asi sustrato definido.

Con relacion a las unidades de colifor-
mes fecales, se observa que la técnica de
sustrato definido resulté ser la mejor con
respecto a membrana filtrante y Petrifilm
(cuadro |, figura 3). La correlacién es fuer-
temente positiva (t=1), lo que determina
que se detecté mas coliformes fecales (E.
coli) mediante esta técnica, que con las
otras dos.

Lo indicado en el parrafo anterior, se-
nala que la técnica de sustrato definido se
basa en el principio del uso de un sustrato
llamado fluorocult, que aplica para la se-
leccidn especifica de E. coli.

Al revisar la correlacién de manera ge-
neral para las tres técnicas, los resultados
en esta investigacion se mantienen de ma-
nera constante, lo que expresa que no exis-
ten diferencias mayores entre estas tres
técnicas.

5. Conclusiones

Podemos concluir, de acuerdo a esta
investigacién, que no existen mayores di-
ferencias en la evaluacién de coliformes
para las tres técnicas; sin embargo, resulta
que para ladeterminacién de coliformes to-
tales, la técnica de Petrifilm y membrana
filtrante resultaron ser las mejores; en la
técnica de sustrato definido, la evaluacién
fue casi nula; en tanto que, para el pardme-
tro de coliformes fecales (E. coli), la técnica

de sustrato definido resulté ser la que mas
detectd este grupo de microorganismos.
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