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1.

INTRODUCCION

Una de las medidas de salud ambiental que se deben considerar a
raiz de los desastres naturales es el andlisis bacterioldgico de las
fuentes de agua. La contaminacidén del agua es uno de los principales
riesgos para la salud plblica asoclados con los desastres. Puede
causar un aumento en la gastroenteritils, enfermedades diarréicas y
otras enfermedades transwitidas por via hidrica. Esta contaminacidn
suele producirse en la fuente, en la planta de tratamiento, en los

sistemas de almacenamiento o en la red de distribucidn,

Para llevar a cabo el control de la calidad bacteriolbégica del
agua en situaciones de desastre, es necesario contar con técnicas y

equipos portadtiles, sensibles y de facil mane jo.

Antes de la segunda guerra mundial se comenzd a pensar en la
aplicacidn de filtros de membrana en el examen bacterioldégico del agua
(recuento de bacterias, determinacidn de coliformes, aislamiento de
patdgenos). Alemania y la Unidn Soviética fueron los primeros paises
en aplicar esta técnica, principalmente Alemania, muchos de cuyos

laberatorios fueron destruidos por efecto de la guerra.

En 1955 la décima edicidn de los Standard Methods for Examination

of Water, Sewage and Industrial Wastes incluifa la técnica como método

tentativo en la determinacidén de coliformes. En las lla y l2a
ediciones de dicha publicacidn, este método se hizo oficial.
Actualmente, la prueba de filtro de membrana es utilizada como un
método normalizado para evaluar la calidad sanitaria del agua y definir

su potabilidad.

El presente manual tiene por finalidad proporcionar una guia
practica para el andlisis bacterioldgico, empleando la técnica de
filtro de membrana y ha sido preparado como una actividad del
componente de Adlestramiento de Profesionales de Saneamiento Ambiental
para Situaclones de Desastres del Programa de Preparativos para
Situaciones de Emergencia y Coordinacién del Socorro en Casos de

Desastre de la OPS,
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Tl manual y el juego de d.iapositivas que lo ilustran pueden

solfcitarse a:

- Programa de Preparativos para Situaciones de
Emergencia y Coordinacibn del Sccorre en Casos

de Desastre
Organizacidén Panamericana de la Salud

525 Twenty-third Street, N,W, )
Washington, D.C, 20037, Estados Unidos de América

o también a:

- Asesor Subregional para Situaciones de Emergencia
Oficina Sanitaria Panamericana
Casilla 2117
Lima 100, Perd

Existen por lo menos dos firmas que cuentan con equipos
portétiles, empleando filtro de membrana. El presente manual utiliza
como modelo de prictica un equipo de campo de la firma Millipore., Esto

no implica, sin embargo, que la OMS/OPS lo apruebe o recomiende con

preferencia a otros andlogos.
DEFINICION DEL GRUPO COLIFORME TOTAL

Cuando se utiliza para su deteccidn la técnica del filtro de
membrana (M) los coliformes pueden ser definidos, segin los Standard
Methods, como baciles gram—negativﬁs no esporulados, que producen
colonia color rosa a rojo oscuro con un brillo metdlico dorado o verde

amarillento a 37°Q1 en 18 a 24 horas, con el medio MF-Endo.
METODO DEL FILTRO DE MEMBRANA EMPLEANDO EQUIPO PORTATIL

Esta técnica es wuy ventajosa debido a que puede usarse en

cualquier lugar, permite examinar vollmenes muy variables de agua y
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of.2¢ce un resultado directc le la concentracién de bacterias coliformes
totales en lugar de un estimado estadistico, como es el caso con la

téenica de tubos miltiples,

Ciertos tipos de muestras no pueden ser filtradas debido a la
presencia de turbiedad, poblaciones excesivamente altas de bacterias no
coliformes o compuestos metalicos pesados., Estas dificultades pueden
surgir al examinar muestrac de algunas aguas de pozos, reservorios,
lagos pequefios, afluentes industriales y afluentes clorados de baja
calidad. En muestras turbias con baja concentracidn de bacterias

coliformes es recomendable usar el procedimiento de tubos miltiples.

3.1 Resumen del método

El procedimiento de filtracidn consiste en pasar con ayuda del
vacio la muestra de agua a través de una membrana de celulosa de 0,45
micrones, Lla limitacidn en volumen depende tambi&n de la presencia de
turbiedad, Cuando se trata de aguas contaminadas es necesario diluir

previamente las muestras.

Para efectuar la dilucidn se debe tener en consideracidn que el
nizero ideal de colonias en el filtro de membrana debe estar entre 20 a
80, para la determinacidn de coliformes totales. La muestra se filtra
a través del filtro de membrana y se coloca debidamente en el soporte

de filtracifén, con ayuda de una vilvula de doble via para vacio.

El filtro se coloca entonces en una placa de Petrl que contiene un

medio con agar o un c¢ojin impregnado con medio de cultive MF-Endo.

La placa Incculada se deposita en la incubadora con el lado

reticulado hacia abajo y a una temperatura de 37°C durante 18 a 24

horas. El tiempo transcurrido desde la filtracién hasta la incubacién

no debe exceder de 30 minutos,

Todas las colonias rosa a color rojo oscuro con un brillo metilico

dorado o verde amarillento son coliformes totales.



3.2 Aplicacidn

La mayorfia de las muestras de agu: pueden ser analizadas por los

métodos de filtros de membrana, con el equipo portdtril,

3.2.1 Ventajas:

Los resultados son obtenidos mis rapidamente, principalmente

para bacterias del grupo coliforme.

Se pueden analizar volimenes mayores de muestras,

Los resultados son mads precisos que los logrados por la técnica

de los tubos miltiples.

Los equipos y materlales necesarios ocupan menor espacio con

relacidén e la técnica de los tubos mlltiples,

Es ideal para reallzar andlisis bacterioldgicos de la calidad
del agua en 8reas rurales, donde no existe energia eléctrica ni

laboratorios debidawnente equipados,

.2.2 Limitaciones;

Muestras con elevado numero de bacterias no coliformes y bajo
nimero de coliformes no pueden ser examinadas por este método

debido 8 que puede haber supresién de las bacterias del grupo

coliforme.

En las muestras con bajo recuento de coliformes y relativamente
gran cantidad de sélidos en suspensibn, el crecimiento
bacteriano se puede constituir a veces en una pelfcula continua

sobre la superficie de la membrana, imposibilitando el recuento.

Algunas muestras con cantidades de cobre o zinc superior a

1 ug/L presentan resultados irregulares para coliforme.



Existen algunos pru. lemas con relacién a calidad de los filtros

de membrana tales como:

. Presencia de residuos toxicos del proceso de fabricacibn

. Porosidad irregular

. Areas hidréfobas

. Lineas de cuadriculado hechas con tinta espesa gque impide el
crecimiento de las colonias

. Lineas del cuadriculado hechas con tintas t&xicas

. Presencia de glicerol,

En cuanto a las almohadillas absorbentes:

. Residuos de sulfitos u otras sustancias gue inhi{ben el

crecimfento bacteriano.

En cuanto a la esterilizacidn de los filtros de membrana;

. Cuande se haz: con 6xido de etileno puede permanecer un

residuc de¢ este gas que es tdxico para las bacterias.

. al esterilizar en autoclave, si el tiempo y temperatura no
fuesen bien controlados, puede haber zonas dende haya
alteraciones de porosidad,

En cuanto a los medio de cultivo:

. A veces &stus contienen nutrientes y colorantes de calidad

inadecuada,



3.3 FEguipos, material y medi. de cultiveo

EQUIPC PORTATIL Y ACCESORIOS (Figura 1)

3.3.1 Equipo y material

Incubadora portétil

Con capacidad para 27 muestras que mantiene la

temperatura a 37°C. Trabaja a corriente y a bater{a.



INCUBADORA
N

Adaptador
Para bateria
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INCUBADORA PORTATIL (Figura 2)

Soporte y portafiltro de acerc inoxidable

Deben ser esterilizados en autoclave a 121°C durante 15

minutos o por ebullicidn. (Ver Figura 3)



SOPORTE, PORTAFILTRO Y JERINGA (Figura 3)

Filtros de membrana

Deben presentar capacidad de retencidén de bacterias
certificada por el fabricante y velocidad de filtracidn
satisfactoria (los didmetros de poro, de uso bacteriolbgico,
sun 0,22 micrones para esﬁerilizar liquidos y 0,45 micrones

para retener bacterias).

81 los filtros no han sido esterilizados previamente por

el fabricante deberdn ser colocados en el autoclave a 121°C

durante 10 minutos.



Almohadillas absorbentes para medio de cultivo

Deben ser de papel filtro, libre de sustancias
inhibidoras que interfieran en el crecimiento de las
colonias y tener un espesor uniforme para permitir la
absorcidn de 1,8 a 2,2 ml del medio de cultivo. Deben ser
esterilizados previamente en autoclave a 121°C durante 10

minutos.

Existe la alternativa de sustituir estas almchadillas por
el caldo de cultivo al que se le affade agar al 1,5%. Esta
preparacidon debe ser culdadosamente afiadida a las placas de
cultivo evitando la formacidn de burbujas, dejande la

superficie lisa y himeda.

Pinzas

Se sclecclonaran de preferencia las que tienen extremos
redondos y punta recta. No es conveniente que tengan
rugosidades, pues pueden dafiar las membranas., Se debe
mantener en alcohol v se flameardn antes de ser utilizadas

en los anilisis,

Placas de Perri

Para la técnica del filtro de membrana se utilizan placas
de Perri de 50-60 mm de difmetro y 12 mm de altura, Las
placas plasticas que permiten cierre hermético son las mas

indicadas.
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PLAZAS DE PZTRI! (Figura &)

Vasos de precipitacidn

Conteniende ethanol! al 957 para esterilizar las pinzas,

Vasos de muestreo

De acero inoxidable.

Frascos de muestreo

Capacidad 100 mf estériles, de vidrio neutro o pléstico

autoclavable, no téxico.

Me chero de alcohol
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PiEetas

De vidrioc o plastico estéril

Material para la preparacidn de medio de cultivo

Reciplente de vidrio o acero inoxidable.

3,3.2 Medio de cultivo

Caldo MF-Endo

Formula
Polipeptona 10,00 g
Triopectona 5,00 g
Tripticasa 5,00 g
Extracto de levadura 1,50 ¢
Lactosa 12,50 ¢
Cloruro de sodio 5,00 g
Dihidrégeno fosfato potasico 1,375 ¢
Hidrogenefosfato dipotdsico 4,375 g
Lauril sulfato de sodio 0,05 g
Desoxycolato de sodio 0,10 g
Sulfito de sodio 2,10 g
Fucsina basica 1,05 g
Agua destilada 1£
Ethanol 95% 20 wt

Preparacidn

Disuelva 4,8 gramos del medio en 100 wl de agua destilada
contenlendo 2 wf de ethanol al 95%. Mezcle y caliente el
medio hasta el puntoc de ebullicibn, retirando constantemente

del fuego. Enfrfelo a 45°C; no se esteriliza,
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Emplee 1,8 2 2,. wl del medio para cada almohadilla
absorbente, Se recomisnda preparar el medio el mismo dia
que Se va a analizar. El almacenamiento no debe ser

superior a cuatro dias y dehe mantenerse refrigerado.

MEDIO DE CULTIVO (Figura 5)

3.4 Muestreo

Para la toma de wmuestras bacterioldgicas se deben utilizar frascos
estériles con capacidad de 125 mf{. La coleccidn de muestras para el
analisis bacteriologico del agua en situaciones de desastre se debe
realizar en la fuente, ya sea pozo o manantial, en los sistemas de
abastecimiento municipal y privados, en cafierfas principales y tanques

de almacenamiento., Sobre toma de muestras, consultar: Vigilancia de

la Calidad del Agua Potable. Organizacién Mundial de la Salud.
Ginebra 1977.
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En lagos, reservorios y rios, ia abundancia de bacterias varia con

la profundidad y con la hora,

Para recolectar la muestra se sumerge rapidamente el frasco debajo
de la superficie del agua, a unos 15 6 20 cms de profundidad para
evitar la recoleccidn de material flotante, y dirigiendo la boca de la
botella en sentido contraric al de la corriente, para prevenir el

contacto de las manos con la muestra de agua,

Para recolectar la muestra de pozos, se bombea agua del pozo de 5

a 10 zinutos y se procede a tomar la muestra en frascos estériles.

Para recolectar la muestra de grifos se debe elegir aquel que no

tiene fugas, dejando correr el agua de 2 a 5 minutos.

Debido a la zrarn influencia que la temperatura ejerce en la
poblacibn bacteriana, es imporiante que se mantengan refrigeradas a
° - - . <)
4°C, adn después de su llezada al laboratorio, o comenzar el amdlisis

de inmediate, con la ayuda del equipo portétil.

3.5 Procedimiento

El equipo de filtracidn debe estar esterilizado al comienzo de
cada cserie de filtraciones, Si es necesario esterilizar el equipo
durante el dfa varlas veces, es aconse jable exponer el embudo y el
soporte a la luz ultravioleté durante 2 minutos; la esterilizacidn
también puede ser efectuada con agua hirviendo, durante 5
minutos, El soporte tiene acopladec un mechero de aleohol, el cual

se utiliza para esterilizar el vaso de filtraciégnm.
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Cuadro No., 1: RANGO DL VOLUMEN DE MUESTRA PARA COLIFORME TOTAL
EMPLEANDQ EL METO20 DE FILTRO DE MEMBRANA

Volumen necesario (mf)
Tipo de muestra 100 50 10 1 0,1
Lagos, reservorios X X X
Pozos, vertientes X b3 X
Fuentes superficiales de
plantas de agua potable b x x

- Coloque asépticamente el portaflltro sobre el soporte y
deposite el filtro con ayuda de una pinza estéril.
(Ver Fipura 6)

F1LTRO SOBRE SOPORTE (Figura 6)
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Coloque cuidadosamen. 1la parte superior o embudo sobre la base

del portafiltro y asegirela firmemente girando el collar azul

en sentido horario.

Sujete la jeringa al aparato de filtracidn, por medio de un

tubo de plastico,

Para asegurar que no existe contaminacidn, al comenzar las
pruebas someta a filtracién unos 50 nl de agua estéril, antes

de iniciar la filtracidn de las muestras,

Vacie la muestra en el embudo o recipiente de filtracién,
accionando la jeringa para dar inicio a la filtracidn,

(Ver Figura 7)

FILTRACION DE LA MUESTRA (Figura 7)

Filtre la muestra haciéndola pasar a través de la membrana de

celulosa de 0,45 micrones.
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Luego de filtrada la muestra, lave el embudo tres veces con

volimenes de 20 a 30 ol de agua de dilucibén estéril. Desajuste
el embudo,

- Agregue el medio de cultivo sobre la almohadilla absorbente a
razén de 1,8 a 2,0 mf, por medio de una pipeta estéril.
(Ver Figura 8)

AGREGANDO EL MEDIO DE CULTIVO (Figura 8)

= Con una pinza estéril retire la membrana de la unidad de
filtracion y colbdquela con sumo cuidado sobre la placa de agar
MF-Endo o almohadilla con caldo MF-Endo. (Ver Figura 9)
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FILTRO SOBRE ALMOUADILLA (Figura 9)

Es necesaric evitar laz formacidn de burbujas de aire en la

metbrana, Estas sv eliminan presionando suavemente los bordes

de la membrana con una pinza estéril.

Incube las muestras con la cuadricula hacia abajo, durante 18 a
24 horas v a 37°C.

Cuando los anilisis se realizan en &reas rurales, el equipo
debe ser conectado previamente a la baterfa del vehiculo para
que la incubadora tenga una temperatura constante. Este equipo

trabaja a 6 y 12 voltios.

El tiempo transcurrido desde la filtracidén hasta la iniciacién

de la incubacibdn no debe exceder de 30 minutos,

Todas las colonias rosadas o rojas con brillo met&lico son

coliformes totales,
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3.6 Resultado

- Se procederd a selecclonar aquellas membranas que tiemen de 20

a 80 colonlas rosadas o rojas con brillo metélico.

- Las colonias son contadas usando un microscoplo estereoscdpico

con 10-15x de aumento y luz fluorescente,

- Para el calculo de coliforme total, se emplea la siguiente

formula:

No. de colonias coliformes contadas , 100 pf
Volumen de muestra original filtrada

.. coliforme total contadas/100 m{ =
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DIAGRAMA PARA LA DETECCION DE COLIFORME TOTAL
TECKICA DE FILTRO DE MEMBRAKA (Figura 10)

l Muestra de agua

i

hd

Filtrar vol{menes con
crecimientc de 20 a BO colonias

v

Caldo MF-Endo
12 a 24 horas a 37°C+ 0,5°

|
v v

Colonias rosadas, rojas Demads colonias
con brillo metdlico -= ' Coliforme total
Coliforme total presente | ausente
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3.7 Recomendaciones sobre vigilancia del agua

3.8

La vigilancia de la calidad bacterioldgica del agua debe

iniciarse inmediatamente después de ocurrido el desastre. Entre
las medidas que se deben tener en cuenta para mantener la calidad

sanitaria del agua estan:

- Apadlisis diario de cloro residual del agua en el sistema de

abastecimiento piblico.

- Aumento de la presidon del agua para contrarrestar la

contaminacidn.

= Proteccidn de los sistemas de abastecimiento, procediendo a
limpiar y desinfectar cafierias principales, tanques de

almacenamiento y pozos.

Registro de datos

En el registro de datos sc deben considerar los siguientes

aspectos:

= Nimeroc de muestra
~ Fecha y hora de muestreo

- Fecha y hora de andlisis

= Punto de muestreo
= Volumen filtrado

=~ Nimero de colonias coliformes totales contadas.

Con los datos de volumen filtrado se podrd calcular el ndmero
de colonias coliformes totales contadas por 100 mf, El Cuadro No. 2

sivve para el registro de varias muestras.
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Cuadro No. 2: DETERMINACION DL COLI-TOTAL/METODO FILTRO MEMBRANA

HOJA No. DE

PROYECTO ANALISTA

No. tot 13100 = No. de colonias coliformes contadas x 100
o« de colifome total/ wf Volumen de muestra original filtrada nf

No. de | Fecha y | Fecha y | Punto de Volumen Total de No, de Coli-
Muestra | hora de hora de muestreo filtrado Coli-total total/

muestrev jandlisis contadas 100 wf
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TEXTO "t LAS DIAPOSITIVAS

PROCEDIMIENTO PARA LA DETEIMINACION DE COLIFORME TOTAL

Método de Filtroc de Membrana Empleando Equipo Portatil

Las medidas de salud ambiental que deben considerarse a raiz de

desastres naturales incluyen entre otras, la de realizar el control de la

calidad bacterioldgica del agua.

El andlisis tradicional para la determinacidn de bacterias coliformes

es el de los tubos miltiples de fermentaciédn. Un procedimiento més reclente,

con base en la utilizacldén de filtros de membrana estéd siendo utilizado como

método normalizado para evaluar la calidad sanitaria del agua y definir su

potabilidad.

Para llevar a cabo el andlisis bacterioldgico del agua en situaciones

de desastre v cuando las facilidades del laboratorio no son adecuadas, se

o

enplea el equipc poriatil de filtro de membrana.

00

01

02

Logotipo OPS
Titulo
Equipo portatil de filtro de membrana

El equipo portéacil de filtro de membrana para el andlisis
bacteriolbgico del agua contiene; una incubadora portatil que trabaja
a corriente y a baterfa con capacidad para 27 muestras, un soporte y

portafiltro de acerc inoxidable, una jeringa para producir vacio y un

vaso de acero inoxidable,
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Otros componentes béisicos del equipo

Ademds del equipo, es necesario contar con otros cowponentes basicos
como placas de Petri, pipetas, medlo de cultivo, filtros de membrana,

pinzas y almohadillas absorbentes o "pads”.
Elementos necesarios para preparar el medio de cultivo
Para la preparacidén del medio de cultivo se requiere una balanza de

platillos, agua destilada estéril, ethanol al 95%, probeta, vaso y

egpatula estériles. El medio de cultivo para colifcorme total es el

caldo MF-Endo,

Pesaje del medio de cultivo

Proceda a pesar la cantidad necesaria del medio, caldo MF=Endo

deshidratado.

Afiadiendo agua destilada estéril al medio de cultivo

Agregue posteriormente agua destilada estéril, la cual contiene ethanol

al 95%. Es convenlente preparar sdlo la cantidad necesaria del medio a

ser utilizado debido a que una vez preparado, su almacenamiento se

limica a 96 horas.

Disolviendo el medio de cultivo

El wedio de cultivo se disuelve por calentamiento, acercando y alejando

del fuego. El calentamiento se lleva a cabo hasta alcanzar el punto de

ebulllicibdn.
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Armando la unidad de filtradibn

Proceda a armar el sistema de filtracién con ayuda de la pinza, la cual

se introduce en la ranura de la unidad.

Humedeciendo el mechero de la unidad de filtracibn

Con ayuda de la tapa del frasco de ethanol humedezca el mechero, el

cual estd acoplado a la base de la unidad de filtracidn.

Esterilizando la unidad de filtracibn

Este mechero sirve para esterilizar la unidad de filtracibn antes de
proceder a realizar el andlisis, Tanto el portafiltro como el vaso de
muestreo deben ser debidawente esterilizados durante 15 wminutos.

Colocando la unidad de filtracidon sobre vaso de muestreo

Luego de esterilizada la unidad, coloque la base de la unidad de

fil:rsecidn sobre el vaso de muestreo.

Colocacidn del filtro de membrana en portafiltro

Sobre el portafiliro coloque el filtro de membrana con ayuda de una

pinza estéril,

Agegurando el portafiltro

Coloque cuidadosamente la parte superior o embudo, &sobre la base del
portafiltro, asegurandola firuwemente y haclendo girar el collar azul en

sentido horario.
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Colocacion de almohadilla absc-bente dentro de la placa de Petri

Con el distribuidor de "pads” coloque la almohadilla absorbente o “pad”

dentro de la placa de Petri.
Adicionando el medio de cultivo a la almohadilla absorbente

Agregue el medio de cultivo sobre la almohadilla a razdn de 1,8 a
2,0 ml,

Filtracidn previa de agua estéril

Para asegurar que no exista contaminacibén, al inicio de la prueba se

someten a filtracién unos 50 ol de agua estéril.
Filtrando la muestra

Previa homogenizacidn de la muestra, proceda a filtrarla,
Absorbiendo la muestra con la jeringa

Con la ayuda de la jeringa se da inicio a la filtracidn y la muestra

pasa a través de la membrana de celulosa de 0,45 micrones,

Colocacidon de la membrans en ls placa de Petri

Desajuste el embudo y con una pinza estéril retire la membrana de la
unidad de filtracidn y coldquela con sumo cuidado sobre la almohadilla
con medio MF=-Endo.

Las muestras son colocadas en la incubadora

La muestra se debe incubar con 1a cuadrfcula hacia abajo durante 18 a

24 horas y a az7°c.
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El equipc instalado en el laboratorio

Aqul estd el equipo instalado en €l laboratorio. Las muestras se

encuentran en la incubadora que forma parte del equipo portatil.,

Conectardo incubadora a una extensidn

Cuando los andlisis se realizan en &reas rurales, el equipo debe ser

conectado previamente a la baterfa de una unidad mdvil,

Acoplando extensidn a los bornes de la baterfa de la unidad mbvil

Para ello el sistema cuenta con unas pinzas las cuales iran acopladas a

los bornes de la bateria,

Equipo ya instalado dentro de la unidad mévil

Con el equipo ya instalado en la unidad mdvil se continua con la

incubacidn de las muestras.

Incubacién en proceso

Colonias tipicas de coliforme total

Luego de las 18-24 horas proceda a observar las colonias tipicas de

coliforme total,

Estas son rosadas o rojas con brillo metalico. Para

el cdlculo de los resultados seleccione aquellas membranas que tienen

de 20 a 80 colonias rosadas con brillo métalico.

Foérmula para calcular resultados

La expresidn de los resultados es la siguiente:

‘0., coliforme total contadas/100 mf = N2. de colonias coliformes contadas y 100 ml

Créditos

Volumen de wuestra original filtrada
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