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RESUMEN.

En la presente investigacion denominada “Determinacion de bacterias coliformes
patdgenas en el agua de consumo del Centro Escolar Residencial La Pradera Il del
cantén El Jute de la ciudad de San Miguel y viviendas aledafas a dicho centro durante el
periodo de julio a septiembre de 2011 se analizaron 42 muestras de agua, tres de ellas
correspondientes al Centro Escolar Residencial La Pradera Il y las 37 restantes, a las
viviendas aledafias a dicho centro con el objetivo de determinar la presencia de bacterias
coliformes patdgenas por medio de pruebas de laboratorio como fueron: el cultivo de las
muestras de agua en Placa Petrifilm para el recuento de Escherichia coli y Coliformes
Totales asi como la identificacion de género de Coliformes Totales por medio de las
pruebas bioguimicas. Metodologia: la investigacion se caracterizd por ser de tipo
prospectivo, descriptivo, analitico, transversal y de laboratorio. También se emplearon
técnicas documentales y de campo, las cuales permitieron obtener informacion del
fendmeno y los factores que pueden influir en la presencia de bacterias coliformes en el
agua. La guia de entrevista realizada a los habitantes de cada vivienda en la que se les
hacia preguntas relacionadas con el estudio, nos permitié la elaboracion de cuadros y
graficos. A los resultados obtenidos en el estudio, se les aplicé la prueba de hipotesis,
con la cual se comprobd que no existe contaminacion bacterioldgica en el agua de
consumo del Centro Escolar Residencial La Pradera Il y viviendas aledafias a dicho

centro y por lo tanto se aceptd la hipétesis nula que sostiene: En el agua de consumo del

XVi



Centro Escolar Residencial La Pradera Il y viviendas aledafias a dicho centro no se

aislan bacterias coliformes patdgenas.

Palabras claves:

v’ Bacterias Coliformes patdgenas.
v Agua de consumo.

v" Escherichia coli

v" Calidad microbioldgica del agua.
v Klebsiella

v" Enterobacter

v Proteus

v Shigella

v" Salmonella

XVii



INTRODUCCION.

El agua es un liquido incoloro, insipido e inodoro; es decir, no tiene color, sabor
ni olor cuando se encuentra en su mayor grado de pureza. Es un elemento vital, sin ella
no seria posible la vida de los seres humanos, ya que aproximadamente el 60% y 70%

del organismo humano esta constituido por agua.

Toda el agua proviene de la lluvia y antes de llegar al suelo se contamina al
disolver sustancias como 6xidos de azufre y de nitrégeno que la convierten en lluvia
acida. Una vez en el suelo se distribuye y llega a las capas subterrdneas que se
encuentran en el subsuelo, debido a su ubicacion puede contaminarse por los residuos
que se filtran a través de éste y posteriormente es utilizada para el abastecimiento de

numerosas poblaciones.

En nuestro pais se cuenta con un servicio de agua potable suministrado por la
Asociacion Nacional de Acueductos y Alcantarillados (ANDA) que se encarga de
abastecer a la mayor parte de la poblacién urbana garantizdndole agua apta para el
consumo humano. Sin embargo existen algunas comunidades que carecen de dicho
servicio las cuales se abastecen por medio de suministros propios de la comunidad, tal es

el caso de la Residencial La Pradera de la ciudad de San Miguel.

Por lo tanto tomando en cuenta la importancia que el agua tiene para la salud de

la poblacion, especialmente en los nifios, la presente investigacion se enfoca en “La
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determinacion de bacterias coliformes patdgenas en el agua de consumo del Centro
Escolar Residencial La Pradera Il del cantén El Jute de la ciudad de San Miguel y

viviendas aledafias a dicho centro”.

Por consiguiente, los beneficiados con esta investigacion son los 869 estudiantes
del Centro Escolar desde parvularia hasta 9° grado y los habitantes de las viviendas que
se encuentran alrededor de dicho centro, de los cuales sdlo colaboraron para el

desarrollo del estudio, los que residen en 39 viviendas.

Asi mismo, la investigacion fue conveniente porque la comunidad no cuenta con
un servicio de agua potable que abastezca a sus habitantes y por lo tanto nos permitio

evaluar la calidad bacteriolégica del agua que actualmente les suministran.

El presente documento contiene los resultados de dicha investigacion, para ello

se ha estructurado en seis capitulos que se describen a continuacion:

El primer capitulo presenta el planteamiento del problema que incluye los
antecedentes historicos del fendmeno en estudio asi como también el enunciado del
problema, los cuales se enfocan principalmente en la gravedad de la contaminacion que
puede tener el agua de consumo de la comunidad en estudio y por altimo, los objetivos

que se lograron alcanzar.

XiX



El segundo capitulo contiene el marco tedrico, donde se hace una descripcion y
explicacion del problema de investigacion en el que se fundamento el estudio realizado.

Ademas se definen los términos basicos presentes en la base teorica.

El tercer capitulo incluye el sistema de hipdtesis donde se plantea la hipdtesis de
trabajo, hipotesis nula e hipdtesis alterna, asi como también la definicién conceptual y

operacional de las variables.

El cuarto capitulo explica el disefio metodoldgico utilizado, el tipo de
investigacién, el universo o poblacién, la muestra, los criterios para establecer la
muestra, tipo de muestreo, técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, técnicas de
laboratorio, equipo, material y reactivos para el procesamiento de las muestras, asi como

el procedimiento realizado.

El quinto capitulo presenta la tabulacidn, andlisis e interpretacion de los
resultados obtenidos tanto en las pruebas de laboratorio como en la guia de entrevista

dirigida a los habitantes de las viviendas en estudio.

En el sexto capitulo se plantean las conclusiones y recomendaciones a las cuales
Ilegd el equipo investigador después de realizar el analisis e interpretacion de los datos

obtenidos.

Por ultimo se incluyen las referencias bibliograficas y los anexos para facilitar la

interpretacion al lector.
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 ANTECEDENTES DEL FENOMENO OBJETO DE ESTUDIO.

La contaminacion del agua causada por las actividades del hombre es un
fendmeno ambiental de importancia, se inicia desde los primeros intentos de
industrializacion, para transformarse en un problema generalizado, a partir de la

revolucion industrial, iniciada a comienzos del siglo XIX.

Dicha contaminacién se produce a través de la introduccion directa o indirecta en
los mantos acuiferos de sustancias sélidas, liquidas, gaseosas 0 microorganismos. Esto
representa un peligro para la salud de los seres humanos ya que muchos de estos
microorganismos causan dafos a la salud de la poblacién los cuales pueden ser a nivel
de intestinos, piel, ojos, etc. También puede existir la presencia de metales pesados
(mercurio, cromo, cadmio, arsénico, plomo, cobre, zinc y niquel) y minerales (calcio,
hierro, fltor, yodo, potasio, magnesio y sodio) varios de estos hacen que los seres que la
consumen obtengan una sobredosis, y como consecuencia de ello ciertos 6rganos
(rifiones, vejiga, higado, pancreas, corazon, estomago, etc.) pueden ser afectados ya sea

a corto, mediano o largo plazo.

Los recursos hidricos de EI Salvador estdn severamente contaminados

principalmente por la mano del hombre, ya que consiente o0 inconscientemente a través
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de las actividades que realizan (agricultura, industria, pesca, etc.) contaminan
enormemente el agua haciendo que esta sea cada vez menos adecuada para el consumo
humano. Otro factor es la total ausencia de tratamiento de aguas negras y desechos

industriales.

Los desechos industriales, que en general se concentran en las principales zonas
urbanas, se eliminan de la siguiente manera: 69% son vertidos directamente a los
desagiies; 17% directamente a fuentes de agua como arroyos, rios y al mar; y 10% se
deposita en las alcantarillas. Se estima que solo el 4% restante de los desechos

industriales es sometido a procesos de tratamiento.’

Dados los altos indices de contaminacion que se presentan en nuestro pais, la
ausencia de agua potable en muchas comunidades se hace cada vez mayor teniendo que
ser abastecidas con servicios de agua privados, tal es el caso de la Residencial La
Pradera Il de la ciudad de San Miguel y su respectivo Centro Escolar fundado hace 9
afios, los cuales son abastecidos a través del agua de dos tanques ubicados en la colonia;
dicho liquido es suministrado en el horario de 5:00 a.m. a 9:00 a.m. y de 4:00 p.m. a
9:00 p.m. Cabe destacar que la poblacion de la colonia recibe el agua con grandes
cantidades de tierra, lo que les obliga en algunos casos a comprar el agua que utilizan

para tomar, pero la gran mayoria no cuenta con los recursos econémicos para hacerlo y

! Nelson Cuéllar, La contaminacion del agua en El Salvador. Desafios y respuestas institucionales. Boletin
PRISMA N° 43. Pag. 5.
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la necesidad hace que consuman el agua proveniente de dichos tanques exponiéndose a

adquirir enfermedades que pueden afectar su salud en general.

1.2 ENUNCIADO DEL PROBLEMA.

De la problematica antes planteada, se deriva el siguiente enunciado:

v ¢Se aislaran bacterias coliformes patdgenas en el agua de consumo del Centro

Escolar Residencial La Pradera Il del canton El Jute de la ciudad de San Miguel

y viviendas aledafias a dicho centro durante el periodo de julio a septiembre de

20117

Ademas se trata de darle respuesta a los siguientes enunciados especificos:

v ¢ Qué porcentaje de las muestras analizadas resultan contaminadas?

v' ¢Y en el caso que se aislen bacterias coliformes patdgenas, cual es el género que

mas predomina?

24



1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION.

1.3.1 OBJETIVO GENERAL.:

Determinar la presencia de bacterias coliformes patdgenas en el agua de

consumo del Centro Escolar Residencial La Pradera Il del cantén El Jute de la ciudad de

San Miguel y viviendas aledafias a dicho centro durante el periodo de julio a septiembre

de 2011.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

v’ Establecer la presencia de bacterias coliformes patégenas a través de un analisis

bacterioldgico detallado del agua que consume la comunidad.

v" Identificar la bacteria coliforme patégena predominante en el agua de consumo

de la comunidad.

v Determinar si existe algun factor ambiental que podrian estar influyendo en la

presencia de bacterias coliformes patdgenas en el agua de la comunidad.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO.



2. MARCO TEORICO.

2.1 EL AGUA.

Es un liquido incoloro e insipido que es parte esencial para la supervivencia de
los seres vivos, cuyos cuerpos se componen de aproximadamente un 72% de agua, sin
este vital liquido el mundo no existiria. Este elemento es fundamental en la produccion
de alimentos, en el crecimiento y vida de las plantas, en la cria de animales, en la

industria, en la construccion y en el aseo en general.

2.1.1 GENERALIDADES DEL AGUA.

Toda el agua que utiliza la humanidad procede de la precipitacion del
vapor acuoso de la atmoésfera en forma de lluvia, granizo o nieve y escarcha captadas en
una de las diversas etapas del ciclo hidroldgico, por la evaporacion del agua de rios,

suelos, estanques, lagos, mar y vegetacion.

El agua como componente de la biosfera, es un compuesto que se encuentra en la
naturaleza en grandes cantidades en estado liquido, sélido y gaseoso; su formula quimica
es H,O, la cual indica que cada una de sus moléculas esta constituida por dos atomos de

hidrogeno y uno de oxigeno.

Este elemento es un factor esencial para la vida de todos los seres vivos, ya que

contribuye a la formacion de los distintos liquidos necesarios para los procesos
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bioldgicos de plantas y animales, esta presente en la atmdsfera en forma de nubes o
niebla y forma los océanos, rios, lagos y glaciares cubriendo las siete décimas partes de

la superficie de la tierra.

El agua se mantiene en tres estados como liquido, gas o sélido sin embargo se
limpia y renueva constantemente con la ayuda del sol, la tierra y el aire. La circulacion

constante del agua en la tierra es a lo que se le denomina ciclo hidrolégico.

El movimiento del agua en el ciclo hidroldgico es mantenido por la fuerza de la
gravedad y por la energia radiante del sol. Es la secuencia de fendmenos por medio de
los cuales el agua pasa de la superficie terrestre, en la fase de vapor, a la atmdsfera y

regresa en sus fases liquida y sélida.

El ciclo hidrolégico comienza con la evaporacion del agua desde la superficie
del océano. A medida que se eleva, el aire humedecido se enfria y el vapor se transforma
en agua; esto es lo que llamamos condensacion. Las gotas se juntan y forman una nube,
luego caen por su propio peso: este es el fendmeno llamado precipitacion. Si en la
atmosfera hace mucho frio, el agua cae como nieve o granizo. Si es méas calida, caera

como gotas de lluvia. (Ver Anexo N° 3)

Una parte del agua que llega a la tierra seré aprovechada por los seres vivos; otra
escurre por la tierra hasta llegar a un rio, un lago o el océano. A este fendmeno se le

conoce como escorrentia. Otra parte del agua se filtrara a través del suelo, formando
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capas de agua subterranea. Este proceso es la percolacion. Luego, toda esta agua

volverd nuevamente a la atmdsfera, debido principalmente a la evaporacion.

Al evaporarse, el agua deja atrds todos los elementos que la contaminan o la
hacen no apta para beber (sales minerales, quimicos, desechos). Por eso el ciclo del agua
es el encargado de la purificacion de dicho elemento. Pero hay otro proceso que

también purifica el agua, y es parte del ciclo: la transpiracion de las plantas.

Las raices de las plantas absorben el agua, la cual se desplaza hacia arriba a
través de los tallos o troncos, movilizando consigo a los elementos que necesita la planta
para nutrirse. Al llegar a las hojas y flores, se evapora hacia el aire en forma de vapor de

agua, este fendmeno es el que se conoce como transpiracion.

Del agua que existe en el mundo, un 97.5% pertenece a los océanos, es decir, es
agua salada. El agua dulce constituye el 2.5%, de este Gltimo porcentaje el 70% esta
retenida en casquetes polares o glaciares; un 29.6% esta almacenada y sélo un 0.4% esta
disponible para el consumo humano del planeta. Segin un estudio realizado en la
Universidad de La Frontera (Temuco, Chile), el 65% de ese 0.4% es usado para fines

agricolas; el 27% para uso industrial y sélo el 8% es para uso doméstico.?

Z Varas Antonio, “La guerra del agua dulce” El Diario Austral de la Araucania 2003. 28 de abril de 2011,
n° 31.739. Disponible en: http://www.mapuche.info/fakta/austral031222.html.
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2.1.2 CALIDAD DEL AGUA.

El término calidad del agua se refiere a las propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas que posee dicho elemento para satisfacer los requerimientos de un
determinado uso. Diversas actividades que el hombre realiza producen una degradacion
en la calidad del agua por ejemplo, las actividades agricolas aportan al ambiente
sustancias como productos de la fertilizacion agricola y residuos provenientes de los
plaguicidas; las aguas de desecho de establecimientos ganaderos o agroindustriales
depositan importantes cargas organicas contaminantes; muchos vertidos de origen
humano como aguas domésticas o de lavado también desembocan en quebradas que

pertenecen a la red hidrica superficial del pais.

La calidad de las aguas esta altamente influenciada por las actividades que se
desarrollan en el entorno, las cuales pueden generar posibles fuentes de contaminacién
por vertidos de distinto tipo (materia organica, materia inorganica, metales pesados,
plaguicidas, etc.). Gran cantidad de éstas sustancias se incorporan al agua por la accion
del hombre, principalmente a través de los vertidos municipales e industriales y de las

actividades agricolas y ganaderas.

Los parametros que establecen la calidad del agua son caracteristicas fisicas,
quimicas y bioldgicas que permiten detectar cual es el grado de contaminacion que
presenta dicho elemento. Algunos de estos se utilizan en el control de los procesos de

tratamiento realizando mediciones de forma continua o discreta.
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Los parametros se pueden clasificar en tres grandes grupos:

a) Fisicos.
b) Quimicos.

c) Bioldgicos.

a) Parametros fisicos.

Turbidez.

Es la dificultad del agua para transmitir la luz debido a materiales insolubles en
suspension, que varian en tamafo desde dispersiones coloidales hasta particulas gruesas,
entre otras arcillas, limo, materia organica e inorganica finamente dividida, organismos
planctonicos y microorganismos. Actualmente la turbidez se mide con un nefelometro

expresando los resultados como; Unidad de Turbidez Nefelométrica (UTN).

Color

El color es la capacidad del agua para absorber ciertas radiaciones del espectro
visible. El color natural en el agua existe debido al efecto de particulas coloidales
cargadas negativamente. En general, el agua presenta colores inducidos por materiales
organicos de los suelos como el color amarillento debido a los &cidos hdmicos. La

presencia de hierro puede darle un color rojizo y la del manganeso, un color negro.
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Olor y Sabor

Estos parametros son determinaciones organolépticas y subjetivas, para dichas
observaciones no existen instrumentos de observacion, ni registros, ni unidades de
medida. EL CO, libre en el agua le da un sabor picante. Trazas de fenoles u otros

compuestos le confiere un olor y sabor desagradable.

b) Parametros quimicos.

Alcalinidad

La alcalinidad es una medida de la capacidad para neutralizar &cidos.
Contribuyen a la alcalinidad los iones bicarbonato (CO3;H-), carbonato (CO3) y oxhidrilo
(OH-), pero también los fosfatos y &cidos de caréacter débil. Los bicarbonatos y los
carbonatos pueden producir CO, en el vapor, que es una fuente de corrosion en las lineas
de condensado.

Se mide por titulacion con una solucién valorada de un alcalino o un acido segun
sea el caso y estos dependen de la concentracion de los iones hidroxilos (OH)-,
carbonato (CO3) y bicarbonato (COsH). Cuando la alcalinidad es menor de 10 ppm

(partes por millén) es recomendada para el uso doméstico.

Sélidos
Incluye toda materia solida contenida en los materiales liquidos y se clasifican:
en:

1) Soélidos disueltos.
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2) Solidos en suspension.

3) Sdlidos totales.

1) Solidos disueltos. Los sélidos disueltos son una medida de la cantidad de
materia disuelta en el agua. El origen puede ser multiple tanto en las aguas
subterraneas como en la superficial. Para las aguas potables se fija un valor
méaximo deseable de 500 ppm, este dato por si s6lo no es suficiente para
catalogar el agua como apta para el consumo humano.

2) Solidos en suspensién. Se separan por filtracion y decantacién. Son sélidos
sedimentables, no disueltos, que pueden ser retenidos por filtracion. Las
aguas subterraneas suelen tener menos de 1 ppm, las superficiales pueden
tener mucho mas dependiendo del origen y forma de captacion.

3) Solidos totales. Corresponde a la suma de sélidos disueltos y en suspension.
Es la materia que permanece como residuo después de evaporacion y secado
a 103 °C. El valor de los solidos incluye tanto material disuelto (residuo

filtrable) y no disuelto (suspendido).

Otros Componentes Anidnicos.

Sodio
El ion sodio (Na+), corresponde a sales de solubilidad muy elevada y dificiles de
precipitar, suele estar asociado al ion cloruro. El contenido de las aguas dulces esta entre

1y 150 ppm, pero se pueden encontrar casos de hasta varios miles de ppm.
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Potasio
El i6n potasio K+, corresponde a sales de muy alta solubilidad y dificiles de
precipitar. Las aguas dulces no suelen tener mas de 10 ppm y se elimina por intercambio

iGnico y dsmosis inversa.

Calcio

El i6n calcio (Ca++) forma sales desde moderadamente solubles a muy
insolubles. Precipita facilmente como carbonato de calcio (CO3sCa). Es el principal
componente de la dureza del agua y causante de incrustaciones. Las aguas dulces suelen
contener de 10 a 250 ppm, pudiendo llegar hasta 600 ppm.

Su eliminacidn se hace por precipitacion e intercambio i6nico y 6smosis inversa.

Magnesio

El i6bn magnesio (Mg ++), tiene propiedades muy similares a las del ién calcio,
aunque sus sales son un poco mas solubles y dificiles de precipitar. El hidroxido de
magnesio es, sin embargo, menos soluble. Las aguas dulces suelen contener entre 1 y
100 ppm. El agua de mar contiene alrededor de 1300 ppm. Su aparicién en el agua
potable con varios centenares de ppm provoca un sabor amargo y efectos laxantes.
Contribuye a la dureza del agua y a pH alcalino, puede formar incrustaciones de

hidréxido.

34



Metales Toxicos
Los mas comunes son el arsénico, el cadmio, el plomo, el cromo, el bario y el
selenio. Todos ellos deben ser estrictamente controlados en el origen. Las mediciones se

realizan por espectrofotometria de absorcion atémica.

c) Parametros biologicos

Estos pardmetros son indicativos de la contaminacion orgéanica y bioldgica; tanto
la actividad natural como la humana contribuyen a la contaminacién organica de las
aguas: la descomposicion animal y vegetal, los residuos domésticos, detergentes y otros.

Este tipo de contaminantes son mas dificiles de controlar que los quimicos o

fisicos y ademas los tratamientos deben estar regulandose constantemente.

2.1.3 CARACTERISTICAS DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA DEL

AGUA.

El control de la calidad del agua ha sido prioritario principalmente en zonas
urbanas, para verificar una adecuada potabilizacién del agua, o cuando se presentan

brotes de enfermedades diarréicas en la poblacién consumidora.

A pesar del control y prevencion que se persigue, en muchos paises se reportan
aguas contaminadas con coliformes, lo que hace que la calidad del agua no sea la

deseada. Si bien muchos paises tienen agua en grandes cantidades, el aumento
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poblacional, la contaminacion de las industrias, el uso excesivo de agroquimicos, la falta
de tratamiento de aguas negras y la erosion de suelos por la deforestacion hacen que ese

recurso sea €escaso.

El agua pura es un recurso renovable. Sin embargo, puede llegar a estar tan
contaminada por las actividades humanas, que ya no sea Util, sino nociva y de calidad

deficiente para su uso.

Se considera que el nimero de microorganismos portadores de enfermedades en
el agua es proporcional al numero total de microorganismos y que una cantidad total
baja representa un menor riesgo sanitario. Sin embargo, se han dado casos en que
enfermedades virales han sido trasmitidas por aguas que cumplen estrictamente con las

normas de control de bacterias.

El agua contaminada puede estar sucia, mal oliente, ser corrosiva, de mal sabor o
poco apta para el lavado. Sin embargo, para el hombre el efecto mas perjudicial del agua
contaminada ha sido la transmision de enfermedades por microorganismos que pueden
habitar en ella. Por ejemplo, la fiebre tifoidea causada por la bacteria Salmonella typhi,
el colera causado por la bacteria Vibrio cholerae, la disenteria provocada por parasitos
como la ameba Entamoeba histolytica y la bacteria Shigella, la gastroenteritis causada

por virus, bacterias y protozoarios, etc.

Aunque los agentes patogenos transmitidos por el agua son capaces de sobrevivir

en el agua de consumo, la mayoria no crecen ni proliferan en ella. Microorganismos
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como Escherichia coli y Campylobacter pueden acumularse en los sedimentos y

movilizarse al aumentar el caudal de agua.

Tras abandonar el organismo de su hospedador, la viabilidad y capacidad
infecciosa de la mayoria de los agentes patdgenos disminuyen gradualmente. Su numero
disminuye normalmente de forma exponencial, y transcurrido cierto tiempo no podra
detectarse su presencia. Los agentes patdgenos con persistencia baja deben encontrar
rapidamente nuevos hospedadores y es mas probable su transmision por contacto de

persona a persona o por una higiene personal deficiente que por el agua de consumo.

Varios factores influyen en la persistencia, de los que la temperatura es el mas
importante. EI nimero de microorganismos disminuye habitualmente con mayor rapidez
a temperaturas mas altas y la tasa de disminucién puede verse potenciada por los efectos

letales de la radiacion UV de la luz solar que incide en la zona superficial del agua.

Los agentes patdgenos y parasitos mas comunes transmitidos por el agua son los
que poseen una infectividad alta y o pueden proliferar en el agua o poseen una

resistencia alta fuera del organismo.

Los virus y las formas latentes de los parasitos (quistes, ooquistes, huevos) no
pueden multiplicarse en el agua. Por el contrario, la presencia de cantidades
relativamente altas de carbono organico biodegradable, junto con temperaturas calidas y

concentraciones residuales bajas de cloro, pueden permitir la proliferacion de
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Legionella, Vibrio cholerae, Naegleria fowleri, Acanthamoeba y organismos molestos

en algunas aguas superficiales y en los sistemas de distribucion de agua.

La calidad microbioldgica del agua puede variar muy rapidamente y en gran
medida. Pueden producirse aumentos repentinos de la concentracién de agentes
patdgenos que pueden aumentar considerablemente el riesgo de enfermedades vy

desencadenar brotes de enfermedades transmitidas por el agua.

Las guias de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), establecen en forma
muy enfatica que el agua para la bebida, ya sea a su ingreso al sistema de agua potable o
dentro del sistema, no debe contener organismos patdgenos, o sea: Cero Escherichia coli

o coliformes termorresistentes en muestras de 100 ml.

Para los sistemas de agua potable entubados, con aguas claras y cloracion que
sirven pequefias comunidades, la OMS indica: Cero Escherichia coli o coliformes
termorresistentes y cero coliformes totales. En sistemas de la misma naturaleza pero sin
tratamiento, la OMS mantiene cero coliforme fecal o termorresistente y propone: 3
Coliformes totales en una muestra ocasional, no en muestras consecutivas. En sistemas
de agua no entubados, pozos, vertientes, aguas lluvias, la guia de Coli fecal o
termorresistente es cero y para coliformes es: diez coliformes totales, esto no debe
ocurrir en forma repetida; si es frecuente y no se puede mejorar la proteccidn sanitaria,

habra que buscar otra fuente, si fuera posible.®

® Guevara Jasmin, Gutiérrez Aurora, Alas David. Determinacion de bacterias entéricas en agua de pozos.
Tesis. 2003. Pag. 25.
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2.1.4 FACTORES QUE CONTRIBUYEN A LA CONTAMINACION DEL

AGUA.

La contaminacion del agua puede originar efectos adversos a la salud de un
numero representativo de personas durante periodos previsibles de tiempo y se debe al
crecimiento demografico, desarrollo industrial y urbanizacion. Estos tres factores
evolucionan rapidamente y se dan uno en funcién del otro. En décadas recientes miles de
lagos, rios y mares se han contaminado principalmente a causa de las actividades del

hombre.

Las fuentes de contaminacion del agua pueden ser naturales o artificiales, la
contaminacion natural es generada por el ambiente, y la artificial por las actividades
humanas. La importancia que ha cobrado la calidad del agua ha permitido evidenciar
que entre los factores 0 agentes que causan su contaminacion estan: agentes patdgenos,
desechos que requieren oxigeno, sustancias quimicas organicas e inorganicas, nutrientes
vegetales que ocasionan crecimiento excesivo de plantas acuaticas, sedimentos o

material suspendido, sustancias radioactivas y el calor.

La mayoria de la materia organica que contamina el agua procede de desechos de
alimentos, de aguas negras domésticas y de fabricas y es descompuesta por bacterias,
protozoarios y diversos organismos mayores. Ese proceso de descomposicién ocurre
tanto en el agua como en la tierra y se lleva a cabo mediante reacciones quimicas que
requieren oxigeno para transformar sustancias ricas en energia en sustancias pobres en
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energia. El oxigeno disuelto en el agua puede ser consumido por la fauna acuética a una

velocidad mayor a la que es reemplazado desde la atmdsfera, lo que ocasiona que los

organismos acuaticos compitan por el oxigeno y en consecuencia se vea afectada la

distribucién de la vida marina.

El agua se puede contaminar antes de que llegue a la poblacién para su consumo

y es aqui donde intervienen diferentes factores.

Los principales contaminantes del agua son los siguientes:

a)

b)

d)

Aguas residuales y otros residuos que demandan oxigeno (en su mayor parte
materia organica, cuya descomposicion produce la desoxigenacion del agua).

Agentes infecciosos. (virus, bacterias coliformes, parasitos e incluso hongos).
Nutrientes vegetales que pueden estimular el crecimiento de las plantas
acudticas. Estas, a su vez, interfieren con los usos a los que se destina el agua
y, al descomponerse, agotan el oxigeno disuelto y producen olores
desagradables.

Productos quimicos, incluyendo los pesticidas, diversos productos
industriales, las sustancias quimicas contenidas en los detergentes, y los
productos de la descomposicion de otros compuestos organicos.

Petroleo, especialmente el procedente de los vertidos accidentales.

Minerales inorganicos y compuestos quimicos.
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g) Sedimentos formados por particulas del suelo y minerales arrastrados por las
tormentas y escorrentias desde las tierras de cultivo, los suelos sin proteccion,
las explotaciones mineras, las carreteras y los derribos urbanos.

h) Sustancias radiactivas procedentes de los residuos producidos por la mineria
y el refinado del uranio y el torio, las centrales nucleares y el uso industrial,
médico y cientifico de materiales radiactivos.

i) El calor también puede ser considerado un contaminante cuando el vertido
del agua empleada para la refrigeracion de las fabricas y las centrales

energéticas hace subir la temperatura del agua de la que se abastecen.

Otra causa importante de la contaminaciéon del agua potable es el vertido de
aguas residuales. En los paises en via de desarrollo, el 95% de las aguas residuales se
descargan sin ser tratadas en rios cercanos, que a su vez suelen ser una fuente de agua
potable. Las personas que consumen esta agua Son mMAas propensas a contraer

enfermedades infecciosas que se propagan a través de aguas contaminadas.”

2.1.5 BACTERIAS COMO CONTAMINANTES DEL AGUA.

Las bacterias son microorganismos unicelulares que presentan un tamafio de
algunos micrometros de largo (entre 0.5 y 5um, por lo general) y diversas formas
incluyendo cocos (esferas), bacilos (barras) y espiroguetas (hélices). Son

microorganismos procariotas y, por lo tanto, a diferencia de las células eucariotas (de

4 http://ntml.rincondelvago.com/contaminacion-del-agua_10.html.
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animales, plantas, etc.), no tienen el nucleo definido y presenta organulos internos de

locomocion, generalmente poseen una pared celular compuesta de peptidoglucano

Las primeras bacterias fueron observadas por Anton van Leeuwenhoek en 1683
usando un microscopio de lente simple disefiado por él mismo. Inicialmente las
denomind animaliculos. EI nombre de bacteria fue introducido més tarde, en 1828, por

Ehrenberg.

La forma de las bacterias es muy variada y en muchas ocasiones, una misma especie
adopta distintos tipos morfologicos, lo que se conoce como pleomorfismo. De todas

formas, podemos distinguir tres tipos fundamentales de bacterias: (Ver Anexo N° 4)

v Coco (del griego kokkos, grano): de forma esférica, €stos a su vez se agrupan de

distintas formas asi:

« Diplococo: cocos en grupos de dos.
« Estreptococos: cocos en cadenas.

« Estafilococos: cocos en agrupaciones irregulares o en racimo.

v Bacilo (del latin baculus, varilla): en forma de bastoncillo.

v Formas helicoidales: las cuales pueden ser:

« Vibrio: ligeramente curvados y en forma de coma, judia o cacahuete.
o Espirilo: en forma helicoidal rigida o en forma de tirabuzon.

o Espiroqueta: en forma de tirabuzon (helicoidal flexible).
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Algunas especies presentan incluso formas tetraédricas o cubicas. Esta amplia
variedad de formas es determinada en ultima instancia por la composicion de la pared
celular y el citoesqueleto, siendo de vital importancia, ya que puede influir en la
capacidad de la bacteria para adquirir nutrientes, unirse a superficies 0 moverse en

presencia de estimulos.

Segln su respuesta al método de tincion diferencial mas importante en
microbiologia disefiado por el bacteriélogo danés Hans Christian Gram en 1884, las
bacterias también pueden clasificarse en dos grandes grupos, las Gram Positivas y las

Gram Negativas.

La diferencia de tincion radica en la resistencia de la bacteria a la decoloracién
con alcohol acetona y refleja las diferencias de estructura de la pared bacteriana. Al final
de la tincidén las bacterias Gram positivas permanecen tefiidas de pdrpura, mientras que

las Gram Negativas se tifien de rojo.

También la tincién de Ziehl-Neelsen formd dos grandes grupos: las bacterias
Acido-Alcohol Resistentes que se tifien de color rojo y las bacterias No Acido-Alcohol

Resistentes que se tifien de color azul con ésta técnica.®

Otro aspecto a tener en cuenta en la clasificacion de bacterias es la necesidad de
oxigeno para poder vivir. Dependen en buena medida de la disponibilidad de las

enzimas eliminadoras de perdxidos y superoxidos. Cuando se descubri6 la forma de

® José M. Macarulla y Félix M. Gofii. Bioquimica Humana, 2° Edicién, Barcelona, Espafia 1994. Pag. 161.
® Ratl Romero Cabello. Microbiologia y Paraitologia Humana. 3° Edicién, México D.F, 2007. Pag. 635.
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respiracion de las bacterias, surgid otro criterio de clasificacion que las agrup6 en cuatro

tipos:

v’ Bacterias aerobias estrictas: Aquellas que requieren oxigeno como ultimo
aceptor de electrones.

v’ Bacterias anaerobias estrictas: Son aquellas que utilizan sales inorganicas
en lugar del oxigeno para transferir electrones, y que ademas la presencia
de oxigeno es nociva por formar compuestos tdxicos para la bacteria.

v' Bacterias aerobias y anaerobias facultativas: Son las que pueden respirar
en presencia y en ausencia de oxigeno, ya que cuentan con sistemas
enzimaticos que pueden activarse en cualquiera de éstas situaciones

v’ Bacterias microaerofilicas: Son las que requieren de menor concentracién

de oxigeno en el medio para realizar mejor la respiracion.

2.1.6 BACTERIAS COLIFORMES.

La denominacion de bacterias coliformes se refiere a un grupo de especies
bacterianas que tienen ciertas caracteristicas bioquimicas en comin y que son de

importancia relevante como indicadores de contaminacion del agua y los alimentos.

Las bacterias de este género se encuentran principalmente en el intestino de los

humanos y de los animales de sangre caliente, pero también estan ampliamente
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distribuidas en la naturaleza, especialmente en suelos, semillas y vegetales. Los
coliformes se introducen en gran ndmero al medio ambiente por las heces de humanos y
animales. Por tal motivo suele deducirse que la mayoria de los coliformes que se
encuentran en el ambiente son de origen fecal, sin embargo, existen muchos coliformes

de vida libre.

Tradicionalmente se les ha considerado como indicadores de contaminacion fecal
en el control de calidad del agua para consumo humano por la razon de que, en los
medios acudticos, los coliformes son mas resistentes que las bacterias patdgenas
intestinales y porque su origen es principalmente fecal. Por tanto, su ausencia indica que

el agua es bacteriolégicamente segura.

Asimismo, su nimero en el agua es proporcional al grado de contaminacion
fecal; mientras méas coliformes se aislan del agua, mayor es la gravedad de la descarga

de heces.

No todos los coliformes son de origen fecal, por lo que algunos investigadores
desarrollaron pruebas para diferenciarlos y por lo tanto emplearlos como indicadores de
contaminacion. Se distinguen a los coliformes totales, que comprende la totalidad del

grupo y los coliformes fecales que son Unicamente los de origen intestinal

Desde el punto de vista de la salud publica esta diferenciacion es importante ya
gue permite asegurar con alto grado de certeza si la contaminacién que presenta el agua

es de origen fecal.
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Las bacterias coliformes fecales forman parte del total del grupo coliforme. Son
definidas como bacilos Gram negativos, no esporulados que fermentan la lactosa con
produccién de &cido y gas a 44.5 °C +/- 0.2°C dentro de las 24 +/- 2 horas. La mayor
especie en el grupo de coliforme fecal es Escherichia coli. Los niveles recomendados de
bacterias coliformes fecales en agua potable son: menos de O colonias por 100 ml de la

muestra de agua.

Las bacterias del grupo de los coliformes totales que son capaces de fermentar
lactosa a 44-45°C se conocen como coliformes termotolerantes. En la mayoria de las
aguas, el género predominante es Escherichia, pero algunos tipos de bacterias de los

géneros Citrobacter, Klebsiella y Enterobacter también son termotolerantes.

Escherichia coli se puede distinguir de los demas coliformes termotolerantes por
su capacidad para producir indol a partir de triptéfano o por la produccién de la enzima
B-glucuronidasa, ademas de ser la bacteria que mas esta presente en grandes

concentraciones de heces humanas y animales.

ENTEROBACTERIAS.

La familia Enterobacteriaceae es el grupo méas grande y heterogéneo de bacilos

Gram negativos con importancia clinica. Se han descrito 40 géneros con méas de 150
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especies, a pesar de la complejidad de esta familia, menos de 20 especies son las

responsables de mas del 95% de las infecciones.

Se encuentran de forma universal en el suelo, el agua y la vegetacion, también en
la flora intestinal normal de muchos animales, incluido el hombre. Producen una gran
variedad de enfermedades en el ser humano, como del 30 al 35% de las septicemias, méas

del 70% de las infecciones del aparato urinario y muchas infecciones intestinales.

Los géneros mas representativos de ésta familia son: Escherichia, Shigella,

Salmonella, Enterobacter, Klebsiella, Serratia'y Proteus.

Las enterobacterias presentan las siguientes caracteristicas:

Son bacilos Gram negativos de tamafio intermedio (0.3 a 1 x 1 a 6pum), pueden
ser inmoviles o moviles con flagelos peritricos y no forman esporas. Todos los géneros
pueden crecer rapidamente de forma aerobia o anaerobia (anaerobios facultativos) tanto
en medios no selectivos (Agar Sangre) como en medios selectivos (Agar MacConkey).
La familia Enterobacteriaceae tiene requerimientos nutricionales sencillos: fermentan la
glucosa en vez de oxidarla, reducen los nitratos a nitritos, son catalasa positivos y

oxidasa negativos.

La capacidad de fermentar la lactosa se ha utilizado para distinguir las cepas
fermentadoras de lactosa (Por ejemplo: Escherichia, Klebsiella, Enterobacter.
Citrobacter y Serratia) de las cepas que no fermentan la lactosa o lo hacen lentamente

(Por ejemplo: Proteus, Salmonella. Shigella y Yersinia spp.)
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2.1.7 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS, MODO DE
TRANSMISION Y PATOGENIA DE COLIFORMES QUE CON FRECUENCIA

CONTAMINAN AL HOMBRE.

Entre los géneros de bacterias coliformes que mas afectan al hombre tenemos:

Escherichia coli.

Escherichia coli es una bacteria que habita normalmente en el intestino del
hombre y animales de sangre caliente, desempefia un importante papel en la fisiologia
del intestino. La distribucion en el ambiente estd determinada por su presencia en el
intestino. Por ser un habitante regular y normal del intestino se usa desde hace un siglo

como el mejor indicador de contaminacion con materia fecal de los alimentos.

Es un bacilo de 1- 3um por 0.5um, que se presenta sélo, en pares, en cortas
cadenas o conformando grupos. Es movil (por medio de flagelos peritricos), no forman
esporas, por lo general no es capsulado, Gram negativo y es capaz de fermentar la

glucosa y la lactosa.

Modo de transmisién:

La transmision de la mayoria de las cepas de Escherichia coli asociadas con
diarrea proviene de alimentos 0 agua contaminados con heces humanas, de animales o

de individuos infectados sintomaticos o portadores, esto ocurre principalmente en la
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zona rural donde no cuentan con un servicio de aguas negras sino que poseen sistemas
de letrinas que ponen en contacto directo las heces con las fuentes de agua (rios, lagos,
quebradas, etc.). También se puede transmitir por carne de vaca mal cocida, frutos
contaminados, leche no pasteurizada y una amplia variedad de vehiculos contaminados

con heces bovinas.

El contacto con animales y su medio, y la propagacion fecal-oral o por fomites,

son otros modos de transmision.

El periodo de incubacién de la mayoria de las cepas de Escherichia coli es de 10

horas a 6 dias.

Patogenia:

Escherichia coli posee una amplia variedad de factores de virulencia ademas de
los factores generales que comparten todos los miembros de la familia
Enterobacteriaceae. Las cepas responsables de enfermedades como la gastroenteritis
poseen factores de virulencia especializados. Estas dos categorias generales son las

adhesinas y exotoxinas.

Adhesinas:
Escherichia coli es capaz de permanecer en el aparato digestivo como
consecuencia de su capacidad de adherencia a las células en éstas localizaciones para

evitar ser eliminado por el efecto de arrastre de la motilidad intestinal.
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Exotoxinas:

Escherichia coli produce también varias exotoxinas, éstas incluyen las toxinas

Shiga, toxinas termoestables y toxinas termolabiles.

Las cepas de Escherichia coli que provocan gastroenteritis se subdividen en los

cinco grupos siguientes:

v' Escherichia coli enteropatdgena (ECEP).

v' Escherichia coli enterotoxigena (ECET).

v' Escherichia coli enterohemorragica (ECEH).
v' Escherichia coli enteroinvasiva (ECEI).

v" Escherichia coli enteroagregativa (ECEA).

Género Klebsiella.

Caracteristicas:

Los microorganismos del género Klebsiella son bacilos gramnegativos inmoviles
con un tamafio de 0.3 a 1.5 x 0.6 a 6um. La capa mas externa de Klebsiella spp. esta
formada por una gran capsula de polisacaridos que diferencia a estos microorganismos
de otros géneros de esta familia. Aproximadamente del 60 al 80% de los
microorganismos del género Klebsiella aislados de muestras de heces son Klebsiella

pneumoniae y dan positivo en la prueba de coliformes termotolerantes. Este género es
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parte de la flora intestinal del hombre, se encuentran en el excremento del 5% de

individuos normales.

Modo de transmision y Patogenia:

Klebsiella pneumoniae principalmente es el agente causal de infecciones del
tracto urinario, neumonias, sepsis, infecciones de tejidos blandos, e infecciones
gastrointestinales, ademas causa alrededor del 1% de las neumonias bacterianas. Son

especialmente susceptibles los pacientes inmunodeprimidos o alcohdlicos.

Los factores de patogenicidad de este género son la capsula que es un
antifagocitario y la endotoxina de pared que es un lipopolisacarido como el de los otros

bacilos de esta familia.

La transmision se da principalmente de persona a persona y también por medio

de la ingestion de alimentos contaminados con este microorganismo.

Género Enterobacter.

Caracteristicas:

Comprende un grupo de bacilos Gram negativos méviles, anaerobios facultativos
con un tamafio de 0.6 a 1 x 1.2 a 3um, forma parte de la flora normal del intestino del
hombre por lo que en algunas ocasiones se comporta como oportunista. Este género es

fermentador de lactosa y forman colonias mucoides.
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Modo de Transmision y Patogenia:

Las cepas de Enterobacter sp. surgen a menudo de la flora intestinal endogena,
pero pueden aparecer en brotes de fuentes comunes o se disemina de persona a persona.
Se encuentran en las heces de los animales y el hombre, los derivados lacteos, aguas
residuales, la tierra y el agua. Las infecciones son frecuentes en pacientes hospitalizados

e inmunodeprimidos.

Puede causar una amplia variedad de infecciones, entre ellas neumonia,

infecciones de heridas, infecciones de vias urinarias y meningitis.

Género Proteus.

Caracteristicas:

Son un grupo de bacilos rectos, méviles por flagelos peritricos y Gram negativos,
habitan en el intestino del hombre y de algunas especies animales, no son

enteropatdgenas, pero fuera del tracto digestivo pueden causar dafio.

Modo de Transmision:

Principalmente se da por medio de diseminacién enddgena, colonizacion
intestinal o transmision de persona a persona, sobre todo en pacientes hospitalizados.
Este microorganismo se encuentra en el suelo, agua y forma parte de la flora

gastrointestinal normal del humano.
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Patogenia:

Hay tres especies que causan infecciones oportunistas en el hombre: Proteus
vulgaris, Proteus mirabilis, y Proteus penneri. Causan infecciones urinarias (méas del
10% de complicaciones del tracto urinario incluyendo calculos y lesiones celulares del
epitelio renal), enteritis principalmente en nifios, abscesos hepaticos, meningitis, otitis

media y neumonia.

Género Shigella.

Caracteristicas:

Es un género de bacterias con forma de bacilo, Gram negativas, no mdviles, no
formadoras de esporas e incapaces de fermentar la lactosa y son patdgenos exclusivos

del hombre.

Shigella sp. se encuentra estrechamente relacionado con el género Escherichia,

por sus propiedades bioquimicas, seroldgicas y por similitudes genéticas.

Modo de Transmision:

La trasmision de Shigella ocurre fundamentalmente de persona a persona, hecho
facilitado por su bajo in6culo infectante, de hecho la dosis infectante puede ser tan baja
como 100 o 200 bacterias en la mayoria de las especies e incluso menos. Es por lo tanto
facilmente trasmisible a través de las manos, agua, alimentos o fomites contaminados

con una fuente comun y puede sobrevivir hasta 30 dias en alimentos.
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También se ha podido evidenciar que la mosca doméstica puede actuar como

vector de éste germen, por lo cual el contagio por via fecal oral se ve facilitado.

Respecto a la trasmision a través de alimentos, existen reportes que vinculan esta
enfermedad a una gran diversidad de ellos (leche, frutas y verduras crudas alimentos
preparados y luego manipulados por personas infectadas) asi como al consumo de aguas
contaminadas, y a la exposicion a aguas recreativas (piscinas, parques acuaticos fuentes,

etc.)

Patogenia:

Shigella spp. puede ocasionar enfermedades intestinales graves, incluida la
disenteria bacilar. La mayoria de las infecciones por Shigella se producen en nifios
menores de diez afios. El periodo de incubacidn de la shigelosis suele ser de 24 a 72

horas.

Al comienzo de la enfermedad aparecen célicos, fiebre y diarrea acuosa. Todas
las especies pueden producir enfermedades graves, pero la enfermedad producida por
Shigella sonnei es, por lo general, relativamente leve y de resolucion espontanea. En el
caso de Shigella dysenteriae, las manifestaciones clinicas pueden desembocar en la
formacion de ulceras con diarrea hemorragica y una concentracion alta de neutréfilos en
las heces. Estas manifestaciones estan relacionadas con la produccion de la toxina Shiga

por el microorganismo patogeno.
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Género Salmonella.

Caracteristicas:

Son bacilos cortos de 2 a 4 x 0.5 a 0.6 um, Gram negativos, no esporulados. Son
bacterias anaerobias facultativas que se caracterizan por ser oxidasa negativa, son
moviles por la presencia de abundantes flagelos peritricos, no desarrollan céapsula
(excepto la especie Salmonella typhi) ni esporas. Producen sulfuro de hidrégeno (H.S),
fermentan glucosa por poseer una enzima especializada, pero no fermentan la lactosa, y

no producen ureasa.

Modo de Transmision:

La mayoria de las infecciones se adquieren por comer alimentos contaminados

(aves, huevos y productos lacteos son las fuentes mas frecuentes de infeccion).

La transmision directa fecal- oral es muy comun especialmente en los nifios;
debido a que estas infecciones pasan de una persona a otra, es frecuente la colonizacién

prolongada y asintomatica.

En las zonas endémicas donde normalmente faltan las medidas sanitarias
apropiadas, el género Salmonella se transmite con mayor frecuencia por medio del agua,

que de los alimentos.
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Patogenia:

Las manifestaciones clinicas de las salmonelosis se presentan basicamente bajo
tres modalidades: las denominadas fiebres entéricas entre las cuales la mas comun es la
fiebre tifoidea producida por la Salmonella typhi; las gastroenteritis producidas por
varios tipos, entre ellas la Salmonella typhimurium; y la forma septicémica,

caracterizada por la bacteremia asociada frecuentemente a la Salmonella choleraesuis.

Dentro de las manifestaciones clinicas comunes esta la fiebre acompafiada de
dolor abdominal, evacuaciones intestinales frecuentes, liquidas, de aspecto verdoso,
fétidas, mucoides y en ocasiones con estrias de sangre. Estos cuadros clinicos son mas

severos en los nifios y en los ancianos.

La infeccién se localiza principalmente en el ileo terminal y en el intestino
grueso. La Salmonella typhi y paratyphi normalmente invaden la circulacion, mientras
que las otras estan limitadas a la mucosa intestinal. EI mecanismo de produccion de la
diarrea, esta relacionado mas directamente con el de las diarreas de tipo secretorio, en el
que la respuesta inflamatoria debido a la penetracion de la salmonella produce liberacién

de prostaglandinas y como consecuencia, secrecion activa de liquidos.

Analisis Bacterioldgico del agua.

El agua es esencial en nuestra vida, sin embargo puede ser vector de

microorganismos peligrosos, por lo cual es necesario determinar su potabilidad. Para
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ello se realizan una serie de analisis bacterioldgicos. Las pruebas bacterioldgicas tienen
como objetivo determinar si el agua contiene microorganismos fecales (no
necesariamente patogenos), cuya presencia es indicativa de contaminacion de origen

animal o humano.

La presencia de un Unico microorganismo patogeno es suficiente para provocar
enfermedades a una persona. Los microorganismos mas abundantes en el intestino
humano y por tanto en el excremento, son los coliformes. La presencia de estos
microorganismos (aunque no sean patdgenos) indica contaminacion fecal y descarta que

el agua de consumo de una determinada poblacion sea apta para el consumo humano.

El andlisis bacteriologico establece un estudio de gran valor y vital importancia

en la prevencion de epidemias resultantes de la contaminacion del agua.

Con este tipo de analisis se determina el numero de bacterias presentes en el agua
asi como la presencia o ausencia de bacterias del grupo coliforme cuya presencia es
indicativo de contaminacion fecal y, por tanto, de la posible presencia de cepas
microbianas patdgenas responsables de enfermedades, tales como la fiebre tifoidea,

fiebre paratifoidea, disenteria, cllera, etc.

Las aguas contaminadas con materias fecales siempre contienen coliformes, la
presencia de estos gérmenes puede demostrarse facilmente, mediante el crecimiento de

colonias en los diferentes medios de cultivos.
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2.1.8 MEDIOS DE CULTIVO.

Para poder aislar e identificar una especie bacteriana y diferenciarla de otras con
las que pudiera confundirse morfoldgicamente, es necesario realizar cultivos en los
cuales, por medio de caracteristicas macro y microscépicas y por el estudio de las

propiedades bioquimicas del microorganismo nos permitan establecer su identidad.

Un medio de cultivo esta constituido por sustancias generalmente complejas que
facilitan el crecimiento de las bacterias. Estas obtienen del medio las fuentes de carbono,
nitrégeno, fosforo, potasio, sodio, magnesio y otros elementos o sustancias necesarias

para su crecimiento.

El desarrollo de un microorganismo en un medio de cultivo depende de diversos

factores, entre los cuales los mas importantes son:

v Disponibilidad de los elementos nutritivos necesarios.

v’ Existencia del oxigeno requerido.

v Grado de humedad apropiado.

v" Valores de pH adecuados: usualmente neutros o ligeramente alcalinos
(7.2 - 7.4), salvo excepciones.

v/ Temperatura de incubacién precisa: 35 — 37 ° C para las bacterias
patdgenas.

v' Condiciones de esterilidad del medio y proteccion de posibles

contaminaciones.
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Clasificacion de los medios de cultivo.

Los medios de cultivo se pueden clasificar de distintas maneras, atendiendo a

algunas de sus caracteristicas:

1- Segun su composicion:
v Definidos: Son aquellos en los que se conoce exactamente las sustancias
que los integran.
v Indefinidos: En ellos entran a formar parte sustancias de naturaleza
compleja cuya composicion es dificil de establecer con precision
(peptonas, extracto de levadura, extracto de carne, etc.) Estos medios son

mas empleados que los anteriores.

2- Segun su estados fisico:

v Liquidos (Caldos): Favorecen mucho el desarrollo y multiplicacién de
las bacterias porque al difundirse por todo el medio encuentran con
facilidad las sustancias que necesitan para su nutricion.

v' Sélidos: En ellos las bacterias crecen con mayor dificultad, pues los
nutrientes se agotan con rapidez en el punto donde se desarrollan; sin
embargo son de gran utilidad para el estudio de las caracteristicas de
crecimiento, de la produccién de hemdlisis, etc.

v' Semisolidos: Se utilizan especialmente para el estudio de algunas

propiedades bioquimicas.
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Segun su aplicacion:

Medios nutritivos: Son aquellos que poseen los componentes minimos para
que pueda producirse el crecimiento de bacterias que no necesiten
requerimientos especiales, ya que no poseen inhibidores. EI medio mas
conocido de este grupo es el Agar Nutritivo, otro representantes de este grupo
es el Agar Tripticasa Soya.

Medios de enriguecimiento: Son aquellos que, ademas de las sustancias
nutritivas normales, incorporan una serie de factores indispensables para el
crecimiento de microorganismos exigentes. Este enriquecimiento se hace por
adicion de sangre u otros productos biologicos (suero, leche, huevo, bilis,
etc.) que aportan dichos factores. En ocasiones es posible afiadir suplementos
artificiales a los medios para producir un enriquecimiento del mismo.

Medios selectivos: Son medios utilizados para favorecer el crecimiento de
ciertas bacterias contenidas en una poblacion de varias especies. El
fundamento de estos medios consiste en facilitar nutricionalmente el
crecimiento de una poblacion microbiana especifica. Un ejemplo de medio
selectivo es el caldo selenito, que se utiliza para favorecer el crecimiento de
Salmonella e impedir el crecimiento del resto de enterobacterias.

Medios Inhibidores: Cuando las sustancias afiadidas a un medio selectivo
impiden totalmente el crecimiento de una poblacion microbiana, se denomina
inhibidor. Los medios inhibidores podrian considerarse como una variante

mas restrictiva de los medios selectivos, se consiguen habitualmente por
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adicion de sustancias antimicrobianas o de cualquier otra que inhiba
completamente el desarrollo de una determinada poblaciéon bacteriana. Un
medio inhibidor es el MacConkey que permite el crecimiento de las bacterias
Gram negativas e impide el crecimiento de las Gram positivas.

Medios Diferenciales: Se utilizan para resaltar caracteristicas que ayuden a
diferenciar géneros o especies. La adicion de un azucar fermentable o un
sustrato metabolizable se utilizan para este fin. EI Agar MacConkey es un
medio diferencial porque permite distinguir las bacterias que fermentan la
lactosa de aquellas que no lo hacen. También lo son el Agar Sangre y el SS
(que es doblemente diferencial).

Medios de Transporte: Se usan para el transporte de muestras clinicas que
no pueden sembrarse inmediatamente y se desea mantener la viabilidad del
microorganismo. Son ejemplos tipicos de este grupo los medios de Stuart,
Amies, Cary-Blair, etc.

Medios para pruebas bioquimicas: Son aquellos que detectan actividades
fisioldgicas de una determinada especie bacteriana, es decir son utilizados
para identificar cada especie bacteriana a través de reacciones bioquimicas
particulares. Como ejemplo de ellos tenemos: Citrato de Simmons, Urea,

Rojo de Metilo (VP), Movilidad, Tres Azlcares y Hierro (TSI), etc.
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Componentes usuales de los medios de cultivo.

Extracto de Carne: Constituye una fuente de carbono, nitrégeno, sales
inorganicas y otros nutrientes.
Peptona: Son proteinas degradadas ricas en carbono y nitrogeno de facil
disposicion.
Cloruro Sdédico: Tienen como fin proporcionar un adecuado equilibrio
osmatico.
Tampones estabilizadores de pH: Son necesarios para contrarrestar las
variaciones de pH por la acumulacion de los productos resultantes del
metabolismo bacteriano.
Agentes solidificantes: Estan contenidos en los medios sélidos y semisolidos. El
agar es el mas coman; la gelatina y la albumina se utilizan escasamente.
Nutrientes con fines de enriquecimiento:
e Extracto de Levadura: Rico en vitaminas del complejo B, proteinas y
acidos nucleicos principalmente.
e Extracto de globulos rojos: Suministra aparte de otros nutrientes, los
factores X (hemina) y V (difosfo- piridin- adenin- nucle6tido o coenzima
1), imprescindibles para el crecimiento de algunos microorganismos.
e Infusion de higado o de corazén y cerebro: Son infusiones ricas en

aminoacidos azufrados que reducen el potencial de éxido-reduccion.
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v" Agentes Reductores: Se adicionan a los medios para promover la anaerobiosis.
Entre los mas utilizados estan: tioglicolato sédico, cisteina y acido ascorbico.

v Agentes Selectivos:

e Colorantes: El cristal violeta, el azul de metileno el verde brillante y
otros, se utilizan por su efecto tdxico sobre Gram positivos.

e Bilis o sales biliares: Taurocolato sodico, Desoxicolato sodico.

e Antibioticos: Los mas usados son: Gentamicina, Cloranfenicol,
Amicacina, Vancomicina, Colimicina, Novobiocina y Cefalosporinas de
la tercera generacion.

v AzUcares: Pueden adicionarse con fines de nutricion o para investigar la
actividad metabdlica.

v Indicadores de pH: Su presencia es esencial para detectar variaciones en la
acidez o alcalinidad del medio causadas por el metabolismo bacteriano. Estas
variaciones se aprecian por el cambio de color del indicador. Los utilizados con
mas frecuencia son:

e Rojo Fenol (amarillo 6.9 , rojo 8.5)

e Rojo Neutro (rojo 6.8, amarillo 8.0)

e Azul de Bromotimol (amarillo 6.1, azul 7.7)

e Fenolftaleina (incoloro 8.3, rojo 10.0)

Los medios de cultivo se comercializan deshidratados, en forma de polvo para su

disolucién y esterilizacién. Actualmente se pueden adquirir también medios solidos ya
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preparados, dispuestos en frascos que se lician mediante ebullicion y se distribuyen en

placas, medios liquidos en tubos y medios solidos en placas listos para su inoculacion.

Su control de calidad se realiza mediante comprobacion del pH, comprobacion

de esterilidad y comprobacion de la actividad del medio de cultivo.

Los medios de cultivo utilizados para el estudio de bacterias coliformes son:

Agar Mac Conkey:

Utilizado para la deteccién y enumeracion de bacterias coliformes y patdgenas
intestinales en agua, productos lacteos y muestras bioldgicas.

En este medio selectivo las sales biliares y el cristal violeta actian como
inhibidores. El indicador vira a color rojo o rosado en medio &cido. Las bacterias que
fermentan lactosa producen colonias de color rosado, las no fermentadoras producen

colonias incoloras mas o menos transparentes.

Agar Eosina Azul de Metileno:

Es recomendado en la deteccion de bacterias coliformes, en las muestras de agua

y leche, asimismo de bacilos entéricos.

Su uso es practicamente el mismo que el del medio Agar Mac Conkey. El azul de

metileno actia como indicador e inhibidor al mismo tiempo. Las colonias fermentadoras

64



de lactosa presentan un tono violeta mas o menos intenso. Escherichia coli origina
colonias oscuras con brillo verde metélico que facilita su deteccion en aguas

contaminadas con materias fecales.

Agar Tres Azucares y Hierro (TSI):

Es un medio de gran utilidad en la identificacién de bacterias Gram negativas

fermentadoras de carbohidratos. Este medio permite reconocer:

v' Las bacterias que fermentan solo glucosa.
v' Las que ademas de fermentar glucosa, fermentan lactosa, sacarosa o
ambas.
v' Las que no fermentan ninguno de los tres azlcares.
Ademas permite detectar:
v' La produccidn de gas proveniente de la fermentacion de los azucares.
v’ La aparicion de H,S, producto de la reduccién del tiosulfato incorporado

al medio de cultivo.

Agar Citrato de Simmons:

Permite determinar la capacidad de un microorganismo para utilizar citrato de
sodio como unica fuente de carbono para su metabolismo y crecimiento por lo que es

utilizado para la identificacién de enterobacterias.
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4.2 DEFINICION DE TERMINOS BASICOS.

Acidos humicos: son unos de los principales componentes de las sustancias
himicas, las cuales son los constituyentes principales del humus, materia organica del
suelo. Contribuyen a la calidad fisico-quimicas del mismo y también son precursores de

combustibles fésiles.

Agua potable: Es el agua apta para consumo humano, la cual debe estar exenta
de microorganismos patdgenos, y de elementos o sustancias que pueden producir efectos
fisioldgicos perjudiciales, cumpliendo con los requisitos de la Organizacion Mundial de

la Salud.

Agua subterranea: Se forman cuando el agua se infiltra entre capas permeables
que se encuentran debajo del suelo entre grietas y espacios que hay en la tierra,

incluyendo arena y piedra.

Bacterias: Son microorganismos procariotas que presentan un tamafio de
algunos micrémetros de largo (entre 0.5 y 5 um, por lo general) y diversas formas, no

tienen el ndcleo definido y presentan organulos internos de locomocion.

Bacterias coliformes: Término general aplicado a un grupo de bacilos Gram

negativos que sirve como indicador de contaminantes y patdégenos cuando son

66


http://es.wikipedia.org/wiki/Humus
http://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Procariota
http://es.wikipedia.org/wiki/Micr%C3%B3metro_%28unidad_de_longitud%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Micr%C3%B3metro_%28unidad_de_longitud%29
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=N%C3%BAcleo_definido&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Org%C3%A1nulos

encontradas en las aguas. Estas son usualmente encontradas en el tracto intestinal de los

seres humanos y otros animales de sangre caliente.

Condensacion: Es el proceso por medio del cual el agua cambia de fase de

vapor o gas a estado liquido.

Contaminacion del agua: Es la incorporacion al agua de materias extrafas,
como microorganismos, productos quimicos, residuos industriales y de otros tipos, o
aguas residuales. Estos deterioran la calidad del agua y la hacen perjudicial para la salud

del hombre.

Limo: Es un sedimento incoherente transportado en suspension por los rios y por
el viento, que se deposita en el lecho de los cursos de agua o sobre los terrenos que han

sido inundados.

Medios de Cultivo: Solucién que cuenta con los nutrientes necesarios para
recuperar, multiplicar, aislar e identificar los microorganismos (bajo condiciones

favorables de temperatura y pH), asi como efectuar pruebas de susceptibilidad.

Osmosis inversa: Proceso en el que los dos lados de una membrana estan a la
misma presion; si se aumenta la presién del lado de mayor concentracion, puede lograrse

que el agua pase desde el lado de alta concentracion de sales al de baja concentracion.
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Partes por millon (ppm): Es una unidad de medida de concentracion . Se refiere
a la cantidad de unidades de la sustancia (agente, etc.) que hay por cada millén de

unidades del conjunto.

Percolacion: Penetracion del agua a través del suelo hacia la capa de agua

subterranea.

Perdxidos y Superdxidos: Los peroxidos son aquellos compuestos que
contienen oxigeno con estado de oxidacion -1, por ejemplo el perdxido de hidrogeno
(H2.0,), mientras que Los superdxidos son los que tienen oxigeno con estado de

oxidacion -1/2, un ejemplo es el superoxido de potasio KO,

Precipitacién: Caida de agua en estado sélido o liquido por la condensaciéon del

vapor sobre la superficie terrestre.

Propiedades organolépticas: Son el conjunto de descripciones de las
caracteristicas fisicas que tiene la materia en general, segun las pueden percibir nuestros

sentidos, como por ejemplo su sabor, textura, olor, color, etc.

Refinado del uranio y el torio: Procesos quimicos en los cuales se producen

residuos que contienen sustancias radiactivas que resultan contaminantes para el agua.
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3. SISTEMA DE HIPOTESIS.

3.1 HIPOTESIS DE TRABAJO:

Hi: En el agua de consumo del Centro Escolar Residencial La Pradera Il y

viviendas aledafias a dicho centro se aislan bacterias coliformes patdgenas.

3.2 HIPOTESIS NULA:

Ho: En el agua de consumo del Centro Escolar Residencial La Pradera Il y

viviendas aledafias a dicho centro no se aislan bacterias coliformes patogenas.

3.3 HIPOTESIS ALTERNA:

Ha: Se aislan bacterias coliformes patogenas s6lo en uno de los sitios de

muestreo (Centro Escolar Residencial La Pradera Il o viviendas aledafias a dicho

centro).
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3.4 OPERACIONALIZACION DE LAS HIPOTESIS EN VARIABLES E INDICADORES.

HIPOTESIS VARIABLES DEFINICION DEFINICION DIMENSIONES | INDICADORES
CONCEPTUAL OPERACIONAL
Liquido vital paratodo | Se analizardn muestras de
ser humano, el cual agua para determinar la v Aspecto,
. : % : '
debe ser apto tanto para presencia de bacterias ;ZgaJ;dad del v Tratamiento.
Agua de el consumo como para coliformes patdgenas por L, Cont.rol. v Cantidad de
Hi: En el agua de consumo el uso doméstico, es medio de pruebas de
muestra.

decir no debe contener laboratorio como es el

consumo del
sustancias o cultivo y su posterior
Centro Escolar : . . e g
microorganismos que identificacion.
Residencial La perjudiquen su salud.
Se obtendra la muestra
Pradera Il y .
. . v’ Bacterias con
directamente del grifo
viviendas aledafias Es un grupo de previamente flameado. Se morfologia de
. . : : L v" Coliformes bacilos
a dicho centro se Bacterias microorganismos que cultivaré en placas
coliformes suelen habitar en el Petrifilm, luego se Patogenos. Gramnegativos.

aislan bacterias
coliformes

patogenas.

tracto intestinal humano
y cuya presencia en el
agua es indicador de

contaminacion.

realizaran subcultivos en
Agar MacConkey y
posteriormente se haran las
pruebas bioquimicas para

identificar género.

v" Colonias lactosa

negativas.

v" Reacciones

bioquimicas.
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CAPITULO IV:

DISENO METODOLOGICO.



4. DISENO METODOLOGICO.

4.1 TIPO DE INVESTIGACION

La investigacion realizada se caracterizo por ser de tipo prospectivo, descriptivo,

transversal, de laboratorio y analitico.

Prospectivo: Porque la informacion registrada, se obtuvo mientras fueron
ocurriendo los sucesos en las pruebas de laboratorio para la identificacion de bacterias

coliformes.

Descriptivo: Porque la investigacion se orient6 a determinar las condiciones en
que se encuentra la calidad del agua de la comunidad, para conocer si esta directamente

relacionada con la presencia de bacterias coliformes.

Transversal: Porque el estudio se realizé en un periodo corto comprendido en
los meses de julio a septiembre de 2011, en los cuales se realizaron 3 muestreos en una

Semana.

De laboratorio: Ya que mediante pruebas de laboratorio (cultivo
microbioldgico) se determind la presencia de bacterias coliformes en el agua, en conteos

no significativos.

Analitico: Ya que mediante el analisis de los resultados obtenidos se pudo
explicar las condiciones en las que se encuentra actualmente el agua de los tanques de la

colonia y algunas causas que determinan la condicion de dicho liquido.
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4.2 UNIVERSO O POBLACION.

El universo para esta investigacion estuvo constituido por el Centro Escolar
Residencial La Pradera Il y las 89 viviendas ubicadas a una distancia no mayor de una

cuadra alrededor de dicha institucion.

4.3 MUESTRA.

La muestra estuvo integrada por el total de elementos que conforman el universo
(Centro Escolar Residencial La Pradera Il y las 89 viviendas ubicadas a una cuadra
alrededor de dicho centro). Sin embargo, tomando en cuenta los criterios de inclusion y
de exclusién, la muestra se redujo a 39 viviendas y el Centro Escolar Residencial La

Pradera I1.

4.3.1 CRITERIOS PARA ESTABLECER LA MUESTRA.

Criterios de Inclusion.
v Viviendas ubicadas a una cuadra de distancia alrededor del Centro Escolar.
v Personas que acepten colaborar con el estudio.

v" Viviendas habitadas.

v Viviendas en las cuales esté presente una persona mayor de 18 afos.
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Criterios de Exclusion.

v Viviendas ubicadas a mas de una cuadra de distancia alrededor del Centro
Escolar.

v" Personas que no acepten colaborar con el estudio.

v Viviendas abandonadas.

v Viviendas cerradas.

v" Personas que tengan menos de un mes de habitar en la comunidad.

v' Personas incapacitadas mentalmente.

4.4 TIPO DE MUESTREO.

El disefio que se utiliz6 es el muestreo no probabilistico de tipo intencional o de
conveniencia, ya que fue seleccionado el total de los elementos que conformaron el

universo, de acuerdo a la factibilidad y conveniencia del equipo de investigacion.

4.5 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS.
TECNICAS.

Para la recopilacion de informacién se utilizaron diferentes técnicas entre las

cuales podemos mencionar:
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v Documental bibliogréafica: Permiti6 obtener informacion que fundamentaron el
estudio sobre una base tedrica, por medio de libros, diccionarios, guias,

manuales, entre otros.

v' Documental hemerografica: Permitio recolectar informacién de documentos,
tesis, revistas y boletines.

v' Documental de informacién electrénica: Permitié el uso de paginas web,
articulos cientificos, revistas on-line referentes al tema investigado.

v De campo: Dentro de ésta se utiliz6 la guia de entrevista y la observacién que
nos permitid obtener informacién sobre las condiciones del lugar donde se
realizd el estudio, el uso que le dan al agua los habitantes de las viviendas y
algunos factores ambientales que pueden determinar las condiciones en las que

se encuentra dicho liquido.

INSTRUMENTOS.
Entre los instrumentos que se utilizaron en la investigacion tenemos:

v" Formularios donde se recopilaron los resultados obtenidos en las diferentes
pruebas:
e Placa Petrifilm. (Ver Anexo N° 5)
e Resiembra en Agar MacConkey. (Ver Anexo N° 6)

e Pruebas bioguimicas. (Ver Anexo N° 7)
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v Guia de entrevista dirigida a uno de los habitantes de cada vivienda muestreada.
(Ver Anexo N° 8)

v Formulario para la toma de muestra. (Ver Anexo N° 9)

4.6 TECNICAS O METODOS DE LABORATORIO.

Para confirmar la presencia de bacterias coliformes en el agua de consumo del
Centro Escolar Residencial La Pradera Il y viviendas aledafias a dicho centro se utiliz6
el método de la placa Petrifilm para Escherichia coli y coliformes totales. (Ver Anexo N°

10)

El método microbioldgico de la placa Petrifilm consiste en inocular 1 ml de la
muestra en el centro de la pelicula cuadrada inferior de la placa, luego se desliza hacia
abajo la pelicula semitransparente superior para tapar el inoculo el cual se distribuye

posteriormente por todo el medio.

Luego se espera 1 minuto aproximadamente para que se solidifique el medio y se

procede a incubar durante 24- 48 horas a 35°C (+/- 1°C).

Posteriormente se revisan las placas a las 24 horas de incubacién observando las
colonias de Escherichia coli de color azul y las colonias de coliformes totales de color

rojo. Si no hay crecimiento a las 24 horas se incuban las placas durante 24 horas mas.

Se realizan resiembras, por el método de estrias en Agar MacConkey de las

colonias de coliformes totales, se incuban las placas durante 24 horas a 37°C. Luego se
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realiza la técnica de inoculacién en tubo de medios sélidos y liquidos denominado
Medios de reacciones bioquimicas, entre ellos tenemos: Tres azucares y hierro (TSI),

Citrato, Movilidad, Indol, Rojo de Metilo, Voges Proskauer y Urea.

4.7 EQUIPO DE LABORATORIO, MATERIALES Y REACTIVOS.

EQUIPO.

v" Refrigerador.
v" Incubadora.
v Hielera.

v Autoclave.

v’ Balanza granataria.

MATERIALES.

v Tubos de ensayo con rosca.
v Asas bacterioldgicas.

v’ Erlenmeyers.

v Mechero de Bunsen.

v" Placas Petrifilm.

v’ Cajas de Petri.
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v Gradillas.

v Guantes de latex.

v" Frascos de plastico estéril.
v" Pipeta automatizada de 1ml.
v" Puntas estériles.

v’ Lapiz graso.

v Marcadores permanentes.
v’ Papel toalla.

v Bolsas para basura.

v Algodon.

v Alcohol.

v" Fosforos.

REACTIVOS.

v Agar Tres azUcares y Hierro (TSI)
v Agar Citrato de Simmons.

v Movilidad.

v Rojo de Metilo.

v" Indol.

v" Urea.

v" Reactivo de Erlich.

v Reactivo rojo de metilo.



v" Agua destilada.
v Lejia.

v' Detergente.

4.8 PROCEDIMIENTO.

El estudio se realiz6 en un periodo de nueve meses comenzando desde la

planificacion hasta la elaboracién del informe final.

Primeramente la investigacion inicié con la busqueda del Docente Director,
asesor de metodologia y asesor de estadistica, luego continué la planeacion de la
investigacion, para ello fue necesaria la seleccion del tema, el cual se denomina:
“Determinacién de bacterias coliformes patdgenas en el agua de consumo del Centro
Escolar Residencial La Pradera Il del cantdén El Jute de la ciudad de San Miguel y
viviendas aledafias a dicho centro, durante el periodo de julio a septiembre de 2011” una
vez se contd con la aprobacion del profesor Rafael Antonio Funes, director del Centro

Escolar, se procedié a elaborar el perfil de investigacion.

Posteriormente se hizo un reconocimiento de la comunidad, visitando el Centro
Escolar donde el director nos dio a conocer la problematica que afecta a toda la
comunidad, que es la desconfianza que tienen para consumir el agua de la colonia, que

puede afectar especialmente a los nifios que asisten a dicha institucion. También se tuvo
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contacto con la inspectora de saneamiento de la Unidad de Salud de la Colonia Carrillo,
ya que ellos mantienen una vigilancia sanitaria sobre diversos sectores entre los cuales

se encuentran la comunidad en estudio.

Luego de conocer la situacion de la comunidad se plantearon los objetivos, la
hipotesis de trabajo, la metodologia del muestreo para proceder a la ejecucion de la

investigacion.

Primero se realiz6 una lista de los materiales a utilizar para el muestreo,
posteriormente se dio paso a la compra de éstos (Ver Anexo N° 11). También se
investigaron los diferentes tipos de métodos para aislar coliformes en el agua, eligiendo
la placa Petrifilm para identificacion de Escherichia coli y coliformes totales ya que es

un método practico, sencillo y especifico (Ver Anexo N° 10).

Una vez adquirido el material, se procedié a preparar las placas con Agar
MacConkey siguiendo las instrucciones del fabricante, el cual se disolvid segln la
cantidad establecida de medio deshidratado en agua destilada, llevandolo luego a
ebullicidn, posteriormente se esterilizd en el autoclave a 121°C por 15 minutos, luego el
medio esterilizado se dejo a temperatura ambiente por 15 minutos para ser vertido en
placas Petri de poliestireno, las cuales se llenaron aproximadamente con 20ml de agar
liquido, luego que el medio solidificd, se guardaron las placas de forma invertida en la

refrigeradora listo para ser utilizado.

También se prepararon las pruebas bioquimicas que incluyeron: Agar tres

azucares Yy hierro (TSI), Citrato, Movilidad, Indol, Rojo de Metilo- VVogues Proskauer y
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Urea de la siguiente manera: después de haber disuelto el medio en agua destilada, cada
uno se llevé a ebullicion, luego se dejaron a temperatura ambiente por 15 minutos y se
coloco un volumen establecido de 5ml en cada tubo, todos fueron esterilizados en la
autoclave a 121°C por 15 minutos, a excepcion del medio de Urea que no se esterilizo,

para este medio solo se esteriliza el agua con la que se disuelve.

Todos estos medios fueron refrigerados, para posteriormente ser utilizados

durante el procesamiento de las muestras.

Para realizar el muestreo del agua del Centro Escolar y las 89 viviendas de la
comunidad, se procedi6 de la siguiente manera: primero con la llama de una torunda de
algodon con alcohol sostenido con una pinza metélica, se flameé el grifo, luego se abrid
la llave del chorro y se dej6 correr el agua por un momento, después se destap6 el frasco
donde se recolectd la muestra sin tocar la boca ni el interior de éste. Se introdujo el
frasco en la corriente de agua tomando una pequefia cantidad de la muestra, se tapé el

frasco y se rotulé adecuadamente cada una (Ver Anexo N° 12).

Cada muestra recolectada se almaceno6 inmediatamente en la hielera que contenia
hielo para mantener viables las bacterias si estaban presentes. Luego se trasladaron al
laboratorio donde se procesaron. Una vez en el laboratorio, se sacaron las muestras de la
hielera para dejarlas a temperatura ambiente por unos 15 minutos, luego se procedié a la

inoculacion de las placas Petrifilm de la siguiente manera: (Ver Anexo N° 13)
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Se le quito el envoltorio a la placa, se colocé sobre una superficie plana y
nivelada.

Se levanto la ldmina semitransparente superior, que cubre la placa.

Se coloco en el centro de la placa 1 ml de la muestra de agua.

Con mucho cuidado se deslizd hacia abajo la lamina semitransparente superior
evitando la formacién de burbujas.

Con la parte plana del dispersor se presiond sobre la pelicula superior para
distribuir uniformemente el indculo en la placa. Se esper6 un minuto a que se
solidificara el gel.

Luego se incubd en grupos de hasta 20 unidades durante 24- 48 horas a 37°C

Luego de 24 horas se procedié a la lectura e interpretacion de las placas, en las

que se observaban dos placas con colonias de color azul que correspondian a

Escherichia coli, mientras que las colonias de color rojo correspondian a otra especie de

bacterias coliformes. Las placas en las cuales no se observo crecimiento a las 24 horas,

se incubaron durante 24 horas mas. (Ver Anexo N° 14)

Para la identificacion de las especies de coliformes totales (colonias rojas) se

realizd la resiembra de algunas de las colonias en Agar MacConkey por el método de

estrias, la inoculacion se realizo frente al mechero con la ayuda de un asa bacterioldgica

(Ver Anexo N° 15). Una vez inoculadas las placas se incubaron durante 24 horas a 37° C.

Transcurridas las 24 horas se procedié a la lectura, tomando en cuenta el color de

la colonia, su tamafio y su forma, observandose un minimo crecimiento de colonias
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lactosa negativa. Posteriormente se inocularon las pruebas bioquimicas para identificar
la especie utilizando los medios: Rojo de Metilo-Vogues Proskauer y Urea se utilizo asa
bacteriolégica normal. Para los medios de TSI (Tres Azucares y Hierro), Citrato,
Movilidad-Indol, asa bacteriologica en punta, luego se incubaron a 37°C por 24 horas.

(Ver Anexo N° 16)

Transcurrido el tiempo, se procedio a la lectura de cada una de las pruebas,
colocando tres gotas de reactivo de Erlich sobre el tubo de Movilidad — Indol y tres
gotas de rojo de metilo sobre el medio Rojo de Metilo — Vogues Proskauer (Ver Anexo
N° 17) Con ayuda de la tabla de identificacion bacteriana se determiné que el género

aislado fue Pseudomonas sp. (Ver Anexo N° 18).

Después de haber obtenido los resultados se procedié a la tabulacion de los
datos, asi como también su analisis e interpretacién por métodos estadisticos lo que
permitio determinar la ausencia de bacterias coliformes patdgenas en el agua de
consumo del Centro Escolar Residencial La Pradera Il y viviendas aledafias a dicho
centro, concluyendo que el agua de la Colonia La Pradera es bacteriolégicamente apta

para ser utilizada por la poblacién tanto para usos domésticos como de consumo.
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5. PRESENTACION DE LOS RESULTADOS.

En el presente capitulo se exponen los resultados obtenidos de la investigacion
sobre la Determinacion de bacterias coliformes patdgenas en el agua de consumo del
Centro Escolar Residencial La Pradera Il del canton EI Jute de la ciudad de San Miguel

y viviendas aledafias a dicho centro.

En primer lugar se presentan los resultados obtenidos en las pruebas de
laboratorio como son: Placa Petrifilm para recuento de Escherichia coli y Coliformes

Totales, asi como las pruebas bioquimicas.

Seguidamente se presenta la tabulacion, analisis e interpretacion de los datos
obtenidos en la guia de entrevista realizada en cada vivienda muestreada de la

comunidad.

Todos los datos y resultados obtenidos, tanto en la guia de entrevista como en las
pruebas de laboratorio se presentan en cuadros sinopticos elaborados a través del
programa estadistico SPS, los cuales son detallados mediante representaciones graficas y
valores porcentuales para una mayor comprensién en el analisis e interpretacion.
Ademas se presenta la prueba de hipoétesis utilizando el método Chi cuadrado de Pearson
que nos permitié comprobar a través de los resultados obtenidos, que en el agua de
consumo del Centro Escolar Residencial La Pradera Il y viviendas aledafias a dicho

centro no se aislan bacterias coliformes patdgenas.
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5.1 TABULACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS DATOS.

5.1.1 PRUEBAS DE LABORATORIO.

CUADRO N° 1.

Porcentaje de muestras de agua con crecimiento bacteriano del Centro
Escolar Residencial La Pradera Il y viviendas aledafias a dicho centro.

Resultado Frecuencia Porcentaje
Centro Escolar 3 7.14
Viviendas 2 4.76
Negativas 37 88.10
Total 42 100.00%

Fuente: Hoja de Resultados.

De las 42 muestras de agua analizadas, 37 de ellas que corresponden al 88.10%

resultaron negativas a la presencia de bacterias coliformes, el 7.14% que corresponde a

las 3 muestras del Centro Escolar Residencial La Pradera Il, y el 4.76% equivale a 2

muestras de agua de las viviendas aledafias a dicho Centro Escolar, resultaron con un

minimo de crecimiento bacteriano.
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GRAFICO N° 1.

Porcentaje de muestras de agua con crecimiento bacteriano del Centro
Escolar Residencial La Pradera Il y viviendas aledafias a dicho centro.

4.76%
I 7.14%

M Muestras del Centro
Escolar con crecimiento
bacteriano

® Muestras de las viviendas
con crecimiento
bacteriano

M Muestras Negativas

Fuente: Cuadro N° 1.

La gran mayoria de las 42 muestras de agua que fueron analizadas (37), no
presentaron contaminacion con bacterias coliformes. Solo las tres muestras del Centro
Escolar y dos pertenecientes a las viviendas presentaron crecimiento bacteriano en
conteos que no son significativos segun el método de la Placa Petrifilm para Escherichia
coli y Coliformes Totales utilizado en el estudio, por lo que se puede afirmar que tanto
en el Centro Escolar Residencial La Pradera Il como en las viviendas aledafias a dicho

centro no existe contaminacion con bacterias coliformes patogenas.
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CUADRO N° 2

Conteo de Escherichia coli en placa Petrifilm

HORAS DE NUMERO DE MUESTRAS TOTAL DE
INCUBACION Con 1 Colonia | Con 2 Colonias | MUESTRAS
24 horas 2 0 2
48 horas 1 1 2
Total de colonias 3 1 4

Fuente: Hoja de resultados de Placa Petrifilm.

Del total de 42 muestras de agua analizadas utilizando la placa Petrifilm para

Escherichia coli y Coliformes Totales, unicamente dos de ellas desarrollaron 1 colonia

de Escherichia coli a 37°C en 24 horas de incubacidn, mientras que a las 48 horas de

incubacion, una muestra habia desarrollado 2 colonias y la otra muestra se mantenia con

el conteo de 1 colonia de la bacteria antes mencionada, haciendo un total de 4 muestras

en las que se obtuvo un minimo crecimiento bacteriano.
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GRAFICO N° 2.

Conteo de Escherichia coli en placa Petrifilm

M 24 horas

M 48 horas

Con 1 Colonia Con 2 Colonias

Fuente: Cuadro N° 2.

De las 42 muestras de agua analizadas, la mayoria de ellas (40) no presentaron
crecimiento de Escherichia coli a 37°C, tanto a las 24 como a las 48 horas de incubacion
utilizando el método de la Placa Petrifilm para el recuento de Escherichia coli y
Coliformes Totales. Esto se debe a que no hay una exposicion directa de materia fecal
con los pozos que llenan cada tanque de agua que abastece a la colonia en estudio.
Unicamente dos de las muestras de agua en las placas, indicaron la presencia de 1y 2
colonias respectivamente, cantidad que no es significativa segin el método utilizado;
siendo para éste método un conteo de 49 colonias de Escherichia coli el validado
internacionalmente por la AOAC (Sociedad Americana de Quimicos Analistas) para

considerar una contaminacion verdadera con dicha bacteria.

90



CUADRO N° 3.

Conteo de Coliformes Totales en placa Petrifilm

HORAS DE NUMERO DE MUESTRAS TOTAL DE

INCUBACION Con 1 Colonia | Con 11 Colonias | MUESTRAS
24 horas 3 1 4
48 horas 3 1 4
Total de colonias 6 2 8

Fuente: Hoja de resultados de Placa Petrifilm.

Del total de 42 muestras de agua analizadas utilizando la placa Petrifilm para

Escherichia coli y Coliformes Totales, Gnicamente 3 de ellas desarrollaron 1 colonia a

37°C tanto a las 24 como a las 48 horas de incubacion, s6lo una muestra present6 11

coloniasa 37°C en 24y 48 horas de incubacion.
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GRAFICA N° 3.

Conteo de Coliformes Totales en placa Petrifilm

3 -

M 24 horas
2 -

M A8 horas
1 -
0 T T

Con 1 Colonia Con 11 Colonias

Fuente: Cuadro N° 3.

De las 42 muestras de agua analizadas, la mayoria de ellas (38) no presento
crecimiento de Coliformes Totales a 37°C, tanto a las 24 como a las 48 horas de
incubacion utilizando el método de la Placa Petrifilm para el recuento de Escherichia
coli y Coliformes Totales. Unicamente tres de las muestras indicaron la presencia de 1
colonia y una muestra presentd un conteo de 11 colonias, cantidad que no es
significativa segun el método utilizado; siendo un conteo de 87 colonias de Coliformes
Totales el validado internacionalmente por la AOAC (Sociedad Americana de Quimicos

Analistas) para considerar una contaminacién verdadera con Coliformes Totales.
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CUADRO N° 4.

MUESTRAS DE AGUA QUE RESULTARON CON CRECIMIENTO
EN LA PLACA PETRIFILM PARA IDENTIFICACION DE
ESCHERICHIA COLI Y COLIFORMES TOTALES.

Muestras Frecuencia | Porcentaje
Con crecimiento de Escherichia coli 2 4.76
Con crecimiento de Coliformes Totales

(Pseudomonas sp.)* 3 7.14
Negativas 37 88.10
Total 42 100.00%

* |dentificada a través de Pruebas Bioquimicas.
Fuente: Hoja de Resultados Placa Petrifilm y Pruebas Bioquimicas.

De las 42 muestras de agua analizadas, el 88.10% que corresponde a 37
muestras resultaron negativas a la presencia de bacterias, el 7.14% que equivale a 3
muestras resultaron con crecimiento de Coliformes Totales aislandose el género
Pseudomonas sp. Y el menor porcentaje que corresponde al 4.76% representa
Unicamente 2 muestras, en las cuales hubo crecimiento de Escherichia coli a traves de
la técnica de las placas Petrifilm, sin embargo el conteo de ambas no es significativo

para decir que existe una contaminacion bacteriana.
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GRAFICA N° 4.

MUESTRAS DE AGUA QUE RESULTARON CON CRECIMIENTO
EN LA PLACA PETRIFILM PARA LA IDENTIFICACION DE
ESCHERICHIA COLI Y COLIFORMES TOTALES.

M Con crecimiento de
Escherichia coli

M Con crecimiento de
Coliformes Totales
(Pseudomonas sp.)*

k4 Negativas

Fuente: Cuadro N° 4.

La mayor parte de las muestras de agua analizadas (37), con el método de la
Placa Petrifilm para identificacion de Escherichia coli y Coliformes Totales, resultaron
negativas a la presencia de bacterias. De las 5 muestras que presentaron crecimiento
bacteriano, en 3 de ellas se aislo el género Pseudomonas sp, una bacteria capaz de

sobrevivir y multiplicarse en aguas tratadas, ademas algunas de sus especies producen
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una sustancia llamada Pseudocin, cuya accion es inhibir el crecimiento de los coliformes
especialmente Escherichia coli. Solamente 2 de las muestras presentaron crecimiento de
Escherichia coli (una muestra con 1 colonia y la otra con 2 colonias) el principal
indicador de contaminacion fecal. Cabe mencionar que todas las muestras que
presentaron crecimiento bacteriano no alcanzaron los conteos validados por el método
de Placa Petrifilm para Escherichia coli y Coliformes Totales, siendo éstos de 49
colonias para Escherichia coli y 87 colonias para Coliformes Totales, por lo tanto se
considera que las muestras de agua analizadas no presentan contaminacién por

bacterias coliformes.
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5.1.2 TABULACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS DATOS DE
LA GUIA DE ENTREVISTA DIRIGIDA A LOS HABITANTES DE LAS
VIVIENDAS ALEDANAS AL CENTRO ESCOLAR RESIDENCIAL LA

PRADERA II.

CUADRO N° 5.

Edades de los habitantes de las viviendas en estudio que respondieron

la guia de entrevista.

Edad Frecuencia Porcentaje
Entre 18 y 25 afios 8 20.51
Entre 26 y 33 afos 10 25.64
Entre 34 y 41 afos 6 15.38
Entre 42 y 50 afios 7 17.95
Mayor de 50 afios 8 20.51
Total 39 100.00%

Fuente: Guia de Entrevista.

En el cuadro se puede apreciar que de las 39 viviendas incluidas en la
investigacion, el 25.64% de los habitantes que colaboraron con las preguntas de la guia
de entrevista, tienen edades entre los 26 y 33 afos, el 20.51% corresponde a los
habitantes cuyas edades oscilan entre los 18 y 25 afios, asi como también a los mayores
de 50 afios, el 17.95% esta conformado por los habitantes que tienen edades entre 42 y
50 afios, mientras que el 15.38% esta constituido por los que tienen edades entre 34 y 41

anos.
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GRAFICO N° 5.

Edades de los habitantes de las viviendas en estudio que respondieron

la guia de entrevista.

M Entre 18 y 25 aiios
M Entre 26 y 33 afios
M Entre 34 y 41 afios
™ Entre 42 y 50 afios

M Mayor de 50 afios

Fuente: Cuadro N° 5.

De las 39 viviendas en las que se realizd el estudio, todos los habitantes que
colaboraron con la guia de entrevista fueron mayores de edad, y se vieron interesados en
responder las preguntas de manera responsable para el buen desarrollo de la

investigacion, por lo tanto la informacién proporcionada por ellos es confiable.
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CUADRO N° 6.

¢, Cuanto tiempo tiene de residir en la colonia La Pradera 11?

Alternativa Frecuencia Porcentaje
Menos de 1 afio 3 7.69
De 1 a 3 afios 9 23.08
Mas de 3 afios 27 69.23
Total 39 100.00%

Fuente: Guia de Entrevista.

El presente cuadro refleja el tiempo de residencia de la poblacion en la zona de
estudio. Notese que el 69.23% tienen mas de tres afios viviendo en la comunidad, el
23.08% tienen de 1 a 3 afios, mientras que el 7.69% tiene menos de 1 afio, haciendo un

total del 100% de la poblacion estudiada, constituida por 39 viviendas.
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GRAFICO N° 6.

¢ Cuanto tiempo tiene de residir en la colonia La Pradera 11?

M Menos de 1 aiio

mDe 1 a3 aiios

69.23%

M Ma3s de 3 aiios

Fuente: Cuadro N° 6.

De las 39 viviendas encuestadas que se incluyeron en el estudio, 27 de éstas
(69.23%), los habitantes tienen mas de 3 afios de residir en la comunidad debido a que
es una zona populosa, la cual en sus inicios ofrecia las viviendas a precios accesibles,
por lo que la mayoria de los habitantes manifestaron verbalmente que sus casas eran
propias. Por otra parte, los habitantes que tienen de 1 a 3 afios residiendo en la colonia,
conforman el 23.08% que corresponde a 9 viviendas y el 7.69% esta constituido por 3
viviendas donde sus habitantes manifestaron tener menos de 1 afio de residir en la
colonia. Cabe mencionar que en todas las viviendas, los habitantes estuvieron

interesados en colaborar con la realizacion del estudio.

99



CUADRO N° 7.

¢ Utiliza el agua proveniente de los tanques de la colonia La Pradera?

Alternativa Frecuencia Porcentaje
Si 38 97.44
No 1 2.56
Total 39 100.00%

Fuente: Guia de Entrevista.

De las 39 viviendas incluidas en el estudio, un 97.44% que corresponde a 38 de

las viviendas, sus habitantes manifestaron que si utilizan el agua que proviene de los

tanques de la colonia La Pradera, mientras que el 2.56% que corresponde a 1 vivienda,

expresaron que no utilizan el agua que proviene de dichos tanques y se abastecen

comprando agua filtrada.
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GRAFICO N° 7.

¢ Utiliza el agua proveniente de los tanques de la colonia La Pradera?

2.56%

M Si
M No

Fuente: Cuadro N° 7.

Casi en su totalidad, la poblacién de las viviendas incluidas en el estudio hace
uso del agua que proviene de los tanques de la colonia, ya que manifestaron es la Gnica
fuente de abastecimiento que reciben, teniendo que utilizarla por necesidad ya que su
situacion econdmica no les permite comprar agua potable. S6lo uno de los habitantes
manifestd que compraba agua filtrada y por lo tanto no utilizaba el agua de los tanques

de la colonia, dando a conocer que desconfia de la calidad e higiene de ésta.
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CUADRO N° 8.

¢, Cuales son los usos que se le da al agua proveniente de los tanques de

la colonia La Pradera?

Alternativa Frecuencia Porcentaje
No Respondié 1 2.56
Beber, Aseo Personal y Doméstico 5 12.82
Aseo Personal y Domeéstico 33 84.62
Total 39 100.00%

Fuente: Guia de Entrevista.

De las 39 viviendas que conforman el estudio, el 84.63% que corresponde a 33
viviendas, los habitantes expresaron que utilizan el agua proveniente de los tanques de
la colonia para realizar oficios domésticos, asi como para su aseo personal y el riego de
jardin. Por otra parte, el 12.82% que pertenece a 5 viviendas, las personas manifestaron
que utilizan dicha agua para todos los usos, es decir tanto para beber como para realizar
oficios domésticos, el aseo personal y riego de jardines. Unicamente en el 2.56% que

corresponde a 1 vivienda en la que sus habitantes no respondieron dicha pregunta.
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GRAFICO N° 8.

¢ Cuales son los usos que se le da al agua proveniente de los tanques de

la colonia La Pradera?

# No Respondio M Todos los usos M Aseo Personal y Doméstico

Fuente: Cuadro N° 8.

Los principales usos que en 33 de las viviendas, los habitantes le dan al agua
proveniente de los tanques de la colonia La Pradera es para realizar oficios domésticos,
el aseo personal y riego de jardines, manifestando que compran agua envasada para
beber, esto se debe a la poca confianza que tienen respecto a la calidad y condiciones de
higiene del agua que les suministra la administracion de la colonia. Solo en 5 de las
viviendas el agua es utilizada tanto para beber como para el aseo personal y oficios
domésticos, expresando que no cuentan con los recursos econdémicos suficientes para

cubrir el gasto para comprar agua envasada. En una de las viviendas no respondieron
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dicha pregunta ya que dijeron no utilizar el agua de los tanques de la colonia para
ninguna de las opciones mencionadas debido a que compran agua filtrada, la cual

utilizan para todos los usos.
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CUADRO N° 9.

¢Le da algun tipo de tratamiento al agua que llega de los tanques de la
colonia a su vivienda?

Alternativa Frecuencia Porcentaje
Si 4 10.26
No 35 89.74
Total 39 100.00%

Fuente: Guia de Entrevista.

En 35 viviendas incluidas en el estudio, que corresponden al 89.74%, no le dan
ningun tipo de tratamiento al agua que proviene de los tanques de la colonia La Praderg;
mientras que so6lo en 4 viviendas, pertenecientes al 10.26% si le dan tratamiento al agua

que reciben de dichos tanques.
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GRAFICO N° 9.

¢ Le da algun tipo de tratamiento al agua que llega de los tanques de la
colonia a su vivienda?

M Si

M No

89.74%

Fuente: Cuadro N° 9.

En 35 de las viviendas en estudio no le dan ningun tipo de tratamiento al agua,
ya que dijeron no utilizar dicha agua para beber ni en la preparacion de alimentos. Por
otra parte, solo en 4 viviendas sus habitantes manifestaron que si le dan tratamiento al
agua, para asegurarse gque dicho liquido tenga una mejor calidad y por lo tanto utilizarla

con mayor confianza para consumo humano.
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CUADRO N° 10.

¢, Qué tipo de tratamiento le da al agua?

Alternativa Frecuencia Porcentaje
Hervirla 1 25.00
Clorarla 3 75.00
Filtrarla 0 0.00
Total 4 100.00%

Fuente: Guia de Entrevista.

En las 4 viviendas donde manifestaron que si le dan tratamiento al agua, un 25%

que corresponde a 1 vivienda, utilizan el método de hervir el agua; mientras que el 75%

restante que estd constituido por 3 viviendas prefieren clorarla. En ninguna de las

viviendas utilizan el método de filtracion de agua.
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GRAFICO N° 10.

¢, Qué tipo de tratamiento le da al agua?

M Hervirla

M Clorarla

Fuente: Cuadro N° 10.

En la mayor parte de las viviendas donde le dan tratamiento al agua, optan por el
método de clorarla, puesto que consideran es sencillo, econémico y préctico; los
habitantes expresaron verbalmente que colocan unas cuantas gotas de cloro o lejia ya sea
en la pila, en los barriles y en los recipientes donde almacenan el agua para tenerla lista
para su posterior uso. Por otra parte, s6lo en una de las viviendas manifestaron que
prefieren hervirla, ya que consideran este método como mas efectivo y confiable,

pudiendo utilizar dicha agua con mayor confianza para beber y preparar alimentos.
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5.2 PRUEBA DE HIPOTESIS.

Resultados de las muestras de agua analizadas de las viviendas en estudio con

relacion a los usos que le dan al agua proveniente de los tanques de la colonia.

Usos que se le da al Resultados
agua Con Sin TOTAL
Crecimiento | Crecimiento
Beber 2 3 5
Aseo Personal 5 33 38
Oficios Domeésticos 5 33 38
Riego de Jardin 5 33 38

El cuadro anterior presenta los resultados obtenidos de las muestras de agua que
presentaron crecimiento bacteriano y las que no presentaron, con relacion al uso que los
habitantes de cada vivienda en estudio le dan al agua que proviene de los tanques de la
Residencial La Pradera Il del cantén El Jute de la ciudad de San Miguel, en el periodo

de Julio a Septiembre de 2011.

Para la comprobacion de hipotesis se utilizo la prueba Chi-cuadrado de Pearson,
que es el mas utilizado para realizar pruebas de hipotesis y se refieren a datos que se

pueden presentar en una tabla, cuyas variables estan medidas en opciones o cualidades.

El célculo de Chi cuadrado cuenta con la opcion alfa (a); este valor hace

referencia al nivel de confianza que deseamos que tengan los calculos de la prueba; en
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este caso tiene un nivel de confianza del 95%, el valor de alfa es igual a 0.05, lo cual

corresponde al complemento porcentual de la confianza.

Esta prueba es til para comprobar la hipotesis mediante el nivel de significacion,
por lo que si el valor de la significacion es mayor o igual que alfa (0.05), se acepta la

hipotesis nula, pero si es menor se rechaza.

Resultados obtenidos
en las pruebas
realizadas.

Chi Cuadrado 3.63

gl 4

Sig. 0.458

La prueba de independencia de Chi-cuadrado, parte de la hipotesis que las
variables son independientes; es decir, que no existe ninguna relacién entre ellas y por lo

tanto ninguna ejerce influencia sobre la otra.

Para calcular el valor de significacion, el Chi-cuadrado mide la diferencia global
entre los recuentos observados y los recuentos esperados. Es decir los valores que
esperariamos obtener en caso de que la hipétesis de trabajo fuera cierta, o sea que las
variables en estudio sean independientes. Entre mayor sea el valor de Chi-cuadrado,
mayor sera la diferencia entre los recuentos observados y esperados, lo que nos indica
que mayor es la relacion entre las variables. El valor de significacion corresponde a la

probabilidad de que una muestra aleatoria, extraida del Chi-cuadrado nos de como
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resultado un valor inferior a 3.63; es decir, es la probabilidad que los datos de una

muestra aleatoria extraida de las dos variables sean independientes.
Regla de Decision:

Es una regla simple la cual es una afirmacion de las condiciones bajo las que se

acepta la hipotesis nula.

Si X2 catculado €S MeENOT que el Xesrico SE acepta la hipétesis nula ya que cae en la zona de

aceptacion.

Si X? catcutado €5 Mayor que el XZeerico S€ rechaza la hip6tesis nula, ya que cae en la zona

de rechazo.

Grafico Chi- cuadrado correspondiente a las muestras con crecimiento y sin
crecimiento bacteriano con relacién a los usos que se le da al agua proveniente de

los tanques de la colonia.

TN

Zona de
ceptacio

b~

Zona de Rechazo.

X eaicuiado 3.63  9.488
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Decision estadistica: dado que el valor calculado (3.63) es menor al valor tedrico
(9.488) entonces se dice que no existe relacion entre las muestras que resultaron
positivas y los usos que los habitantes de las viviendas en estudio le dan al agua que

proviene de los tanques de la colonia (Ver Anexo N° 19).

Conclusion

De acuerdo al estadistico de prueba correspondiente a los usos que los habitantes
de las viviendas en estudio le dan al agua proveniente de los tanques de la colonia, con
relacion al crecimiento bacteriano presentado en el estudio, se obtuvo un valor de 3.63 y
al observar el valor teérico con un nivel de significancia del 5% y a 4 grados de libertad
es de 9.488 se observa que el valor calculado cae en la zona de aceptacion, dado que éste
es menor que el tedrico, por lo que aceptamos la hipotesis nula, la cual dice de la
siguiente manera: En el agua de consumo del Centro Escolar Residencial La Pradera 1l

y viviendas aledafias a dicho centro no se aislan bacterias coliformes patdgenas.
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CAPITULO VI:

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.



6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

6.1 CONCLUSIONES

Mediante el anlisis de los resultados obtenidos en la Determinacion de Bacterias
Coliformes Patdgenas en el Agua de Consumo del Centro Escolar Residencial La
Pradera Il del Cantén EIl Jute de la ciudad de San Miguel y viviendas aledafias a dicho

Centro, se concluye lo siguiente:

v" De las 42 muestras de agua analizadas utilizando el método de la Placa Petrifilm,
en 1 de ellas se observd colonias de Escherichia coli, en 3 de éstas hubo
crecimiento de Coliformes Totales, mientras que en 1 se observo ambos tipos de
colonias, haciendo un total de 5 muestras con crecimiento bacteriano. Sin
embargo, dicho crecimiento no fue significativo, ya que segin los conteos
validados por la AOAC (Sociedad Americana de Quimicos Analistas) éstos
deben ser de 49 colonias de Escherichia coli y 87 colonias de Coliformes Totales

para considerar una muestra como positiva.

v" De las 42 muestras de agua analizadas utilizando el método de la Placa Petrifilm
para la identificacion de Escherichia coli y Coliformes Totales, se determind que
no existe contaminacion por bacterias coliformes en el agua de consumo del
Centro Escolar Residencial La Pradera Il y viviendas aledafias a dicho Centro.

Comprobandose asi la hipdtesis nula planteada por el equipo de investigacion
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que dice: En el agua de consumo del Centro Escolar Residencial La Pradera Il y

viviendas aledafias a dicho Centro no se aislan bacterias coliformes patdgenas.

v Al realizar la identificacion de género de las 4 muestras que presentaron colonias
de Coliformes Totales en la Placa Petrifilm, se aisl6 Unicamente el género
Pseudomonas sp. el cual es capaz de sobrevivir y multiplicarse en aguas tratadas,
debido a que poseen una densa capa polisacarida capaz de proteger a la bacteria
de las moléculas de cloro libre residual,” sin embargo su crecimiento no es

significativo segun el método.

v Debido a que no hay una exposicion directa de materia fecal con el agua de los
pozos que llenan los tanques de la colonia La Pradera, no ha ocurrido infiltracion
de bacterias coliformes a través del agua del subsuelo que origine una
contaminacion de dicho liquido en el Centro Escolar y viviendas aledafias,
sumado a que los tanques que abastecen el vital liquido, son lavados y clorados

cada 6 meses.

v" A pesar de la desconfianza que la poblacion manifest6 tener sobre la calidad del

agua proveniente de los tanques de la colonia, la mayoria de los pobladores de

! Edgar Orlando, Marchand Pajares. Microorganismos indicadores de la calidad del agua de consumo
humano en Lima Metropolitana. Disponible en:
http://sisbib.unmsm.edu.pe/bibvirtual/tesis/basic/marchand_p_e/anteced.htm
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las viviendas no le dan ningun tipo de tratamiento al agua que reciben, por lo

tanto no utilizan el agua para beber ni para la preparacion de alimentos.

Los usos que en la mayoria de las viviendas le dan al agua que proviene de los
tanques de la colonia son para el aseo personal y la realizaciéon de los oficios

domeésticos.

Segun el estudio bacteriologico realizado en el agua de la colonia La Pradera,
ésta cumple con los requisitos establecidos por la OMS (Organizacion Mundial
de la Salud) en el reglamento sobre vigilancia de calidad del agua para consumo
humano, sin embargo se desconoce la existencia de metales pesados o0 sustancias
toxicas que pueden afectar la salud de los habitantes de la comunidad, ya que el

presente estudio fue netamente bacteriologico.

Hasta el mes de septiembre que se termind de realizar el presente estudio,
podemos asegurar que en el agua de consumo del Centro Escolar Residencial La
Pradera Il y viviendas aledafias a dicho centro, no existe contaminacion por

bacterias coliformes patdgenas.

De las 89 viviendas existentes en una cuadra alrededor del Centro Escolar, sélo
39 fueron muestreadas, debido a que el resto de las viviendas se encontraban

deshabitadas o cerradas.
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v' Algunas personas no permitieron el acceso a sus viviendas, debido a la

desconfianza por la delincuencia que impera en la zona.
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6.2 RECOMENDACIONES.

Segun lo descrito anteriormente, el agua de consumo tanto del Centro Escolar

Residencial La Pradera Il como de las viviendas aledafias a dicho centro, no presenta

contaminacion por bacterias coliformes patdgenas, por lo que se recomienda lo

siguiente:

v

A la Unidad de Salud de la Colonia Carrillo en coordinaciéon con el
Ministerio de Salud, para que mantengan un programa de vigilancia sobre

la calidad bacteriolédgica del agua de la comunidad cada cierto tiempo.

Motivar a los habitantes de la comunidad a desinfectar el agua proveniente
de los tanques de la colonia, hirviéndola cuando ésta sea utilizada para

beber o en la preparacion de alimentos.

Que en estudios posteriores se investigue la presencia de metales pesados
en el agua de la comunidad, ya que ésta investigacion unicamente fue

enfocada a la presencia de bacterias coliformes.

Que en investigaciones futuras se realice la determinacion de levaduras en

el agua de la comunidad, por ser de los microorganismos capaces de ejercer

una accién inhibitoria en el crecimiento del grupo coliforme.
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A los estudiantes de Laboratorio Clinico, para que se interesen por realizar
estudios microbioldgicos en otras comunidades que pueden estar afectadas

con la presencia de bacterias coliformes en el agua de sus pozos.

A la Universidad, que apoye en todos los proyectos planteados por los

estudiantes.

A la Defensoria del Consumidor, para que en coordinacion con la
Administracion Nacional de Acueductos y Alcantarillados (ANDA),
puedan llevar el servicio de agua potable a toda la colonia, ya que el

servicio que reciben actualmente a través de los tanques es muy limitado.
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ANEXOS



CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES A DESARROLLAR EN EL PROCESO DE GRADUACION
CICLO 1Y Il ANO 2011.

ANEXO N° 1.

MESES

ABRIL

AGOSTO

SEPTIEMBRE

OCTUBRE

NOVIEMBRE | DIC.

SEMANAS

ACTIVIDADES

2

3

11234

1

2

3

4

1123141

1. Reuniones generales
con la coord. del
proceso de graduacion.

2. Inscripcion del
proceso de graduacion.

3. Elaboracion del perfil
de investigacion.

4. Entrega del perfil de
investigacion.*

5. Elaboracion del
protocolo de
investigacion.

6. Entrega del protocolo
de investigacion.*

7. Ejecucion de la
investigacion.

8. Tabulacién, analisis e
interpretacion de los
datos.

9. Redaccidn del
informe final.

10. Entrega del informe
final.

11. Exposicion de
resultados.
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES ESPECIFICO A REALIZAR EN LA INVESTIGACION SOBRE DETERMINACION DE BACTERIAS

ANEXO N° 2.

COLIFORMES PATOGENAS EN EL AGUA DE CONSUMO DEL CENTRO ESCOLAR RESIDENCIAL LA PRADERA 11 DEL CANTON EL JUTE
DE LA CIUDAD DE SAN MIGUEL Y VIVIENDAS ALEDANAS A DICHO CENTRO DURANTE EL PERIODO DE JULIO A SEPTIEMBRE DE 2011.

MESES

MARZO

ABRIL

MAYO

JUNIO

JULIO

AGOSTO

SEPTIEMBRE

OCTUBRE

NOVIEMBRE

SEMANAS

ACTIVIDADES

2

3

2

3

2

3

2

3

2

3

2

3

1

2

3

4

2

3

1

2

3|4

1. Inscripcién del proceso
de graduacién.

2. Reuniones con docente
director y asesores.

3. Elaboracién del perfil de
investigacion.

4. Elaboracion del
protocolo de investigacion.

5. Reconocimiento de
La comunidad.

6. Ejecucion del protocolo
de investigacion.

7. Recoleccion de las
muestras.

8. Procesamiento de las
muestras.

9. Tabulacion, anélisis e
interpretacion de los datos.

10. Elaboracion de
conclusiones y
recomendaciones.

11. Elaboracién del informe
final.

12. Presentacion del
informe final.

13. Exposicion oral de
resultados.
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ANEXO N° 3.

Ciclo del Agua.

Masas de aire que se

f . Condensacion
mueven hacia el continente

#1"

a0 Evapotranspiracion Precipitacion ‘
Precipitacion Evaporacion P

‘44 111 4

Escorrentia
i ! ‘ superficial o Rio /Glaciar
e ¢ e

Océano - Lago
Escorrentia subterranea

El ciclo hidroldgico comienza con la evaporacion del agua desde la superficie del
océano. A medida que se eleva, el aire humedecido se enfria y el vapor se transforma en
agua: es la condensacion. Las gotas se juntan y forman una nube. Luego, caen por su
propio peso: es la precipitacion. Si en la atmosfera hace mucho frio, el agua cae como

nieve o granizo. Si es mas calida, caeran gotas de lluvia.

Una parte del agua que llega a la superficie terrestre serd aprovechada por los
seres Vvivos; otra escurrira por el terreno hasta llegar a un rio, un lago o el océano. A este
fendmeno se le conoce como escorrentia. Otro porcentaje del agua se filtrara a través del
suelo, formando capas de agua subterranea, conocidas como acuiferos. Este proceso es
la percolacion. Tarde o temprano, toda esta agua volvera nuevamente a la atmosfera,

debido principalmente a la evaporacion.
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ANEXO N° 4.

Clasificacion de las bacterias segun su morfologia.

- N\ J,
. Sl ¢ i
' - : b &
- 0.‘ ~) \ 2 »
. - 3% ¥
e R &5 <h e % "y
~~ ol - -~ “‘ ‘ P *
- - A - .~ ..
E 4 o *

Vibrios.

Observe las diferentes morfologias de bacterias que pueden encontrarse en el agua
contaminada.
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ANEXO N° 5.

Hoja de resultados obtenidos segun el crecimiento bacteriano en las Placas
Petrifilm.

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

FACULTAD MULTIDISCIPLINARIA ORIENTAL
DEPARTAMENTO DE MEDICINA

CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

HOJA DE RESULTADOS.

SEGUN EL CRECIMIENTO BACTERIANO EN LA PLACAS PETRIFILM.

FECHA:
N° DE CONTEO DE ESCHERICHIA COLI CONTEO DE COLIFORMES TOTALES
MX. 24 HORAS 48 HORAS 24 HORAS 48 HORAS
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ANEXO N° 6.

Hoja de resultados obtenidos en Agar MacConkey.

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

FACULTAD MULTIDISCIPLINARIA ORIENTAL
DEPARTAMENTO DE MEDICINA

CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

HOJA DE RESULTADOS.

CRECIMIENTO BACTERIANO EN AGAR MACCONKEY.

FECHA:
N° DE CARACTERISTICAS DE LAS COLONIAS
MX. COLOR FORMA TAMANO
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Hoja de resultados de las pruebas bioquimicas.

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD MULTIDISCIPLINARIA ORIENTAL
DEPARTAMENTO DE MEDICINA

CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

ANEXO N° 7.

HOJA DE RESULTADOS.

PRUEBAS BIOQUIMICAS.

FECHA:
N° REACCIONES BIOQUIMICAS
DE TSI ESPECIE
CITRATO MOV. INDOL UREA RM
MX. MEDIO co, SH, BACTERIANA
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ANEXO N° 8.

Entrevista realizada a los habitantes de las viviendas.

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

FACULTAD MULTIDISCIPLINARIA ORIENTAL
DEPARTAMENTO DE MEDICINA

CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

GUIA DE ENTREVISTA.

1- Edad:
a) Menor de 18 afios b) Entre 18 y 25 afios
¢) Entre 26 y 33 afios d) Entre 34 y 41 afios
e) Entre 42 y 50 afios f) Mayor de 50 afios

2- ;Cuanto tiempo tiene de residir en la comunidad?
a) Menos de 1 mes b) Entre 1y 6 mese

c) Entre 6 mesesy 1 afio d) Entre 1y 3 afios
€) Mas de 3 afios

3- ¢Utiliza el agua que proviene de los tanques comunales?
Si No

;Porqué?

4- Si su respuesta es no, ;Cual es la fuente de abastecimiento de agua que utiliza?

5- ¢Cuales son los usos que le da al agua proveniente de los tanques comunales?
a) Beber b) Aseo Personal
c) Oficios Domésticos d) Riego de jardin

6- ¢Le daalgun tipo de tratamiento al agua del tanque comunal que consume?
Si No
;Porqué?

7- Si su respuesta es afirmativa, ¢qué tipo de tratamiento le da al agua?

a) Hervirla b) Clorarla
c) Filtrarla
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Estudiantes del equipo investigador realizando la guia de entrevista a los habitantes de
las viviendas aledanas al Centro Escolar Residencial La Pradera II.

.-07/20/2011

07/20/2011
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ANEXO N° 9.

Formulario para la toma de muestra.

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

FACULTAD MULTIDISCIPLINARIA ORIENTAL
DEPARTAMENTO DE MEDICINA

CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

FORMULARIO DE TOMA DE MUESTRA.

FECHA DE RECOLECCCION:

N° HORA DE VIVIENDA
DE RECOLECCION N° DE VIVIENDA MUESTREADA
MX. HRS MIN SI NO

LIMITANTES
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ANEXO N° 10.

Placa Petrifilm.

Método utilizado por el equipo investigador para realizar el conteo de colonias
Escherichia coli y Coliformes Totales.

Ejemplo de como se observa la positividad de colonias tanto de Escherichia coli
(color azul) como de Coliformes Totales (color rojo) en Placa Petrifilm.
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ANEXO N° 11.

Materiales utilizados para la toma de las muestras de agua.

07/20/2011

Los materiales que se utilizaron para la toma de las muestras de agua fueron:
Algodon

Alcohol

Pinzas metalicas para sostener la torunda de algodén con alcohol.

Tirro y marcador permanente para rotular las muestras.

Frascos de plastico con tapadera de rosca para recolectar las muestras de agua.

Hielera para trasladar las muestras de agua al laboratorio.
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ANEXO N° 12.

Proceso de la toma de muestra.

Primero se flameo el chorro con ayuda de
una torunda algodon empapado con alcohol,
con el objetivo de eliminar las bacterias que

pudieran estar presentes en la boca del

Luego se dejo correr el agua por unos
segundos para que saliera el agua que
podria estar estancada en la tuberia.
Posteriormente se recolectd la muestra

en frascos de plastico estériles,

herméticamente sellados.

Seguidamente se rotularon los frascos con

la siguiente informacion: N° de la muestra,
N° de vivienda y hora de recoleccion de la
muestra, luego se colocaron en hielera para
transportarlas al laboratorio de Microbiolo-
gia del departamento de Biologia de la

Universidad de El Salvador.

® 07/20/2011
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ANEXO N° 13.

Proceso de la inoculaciéon de Placa Petrifilm.

07/20/2011 ' y 07/20/2011

En el laboratorio de Microbiologia, primero se agité el frasco, luego se destap6 y
con la ayuda de una pipeta automatizada de 1 ml se tomé dicha cantidad de muestra para
ser colocada en la Placa Petrifilm.

07/20/2011 07/20/2011

=1

Se coloco la pipeta en forma vertical sobre la Placa Petrifilm, luego se inoculo la
muestra de agua en el centro de la placa y posteriormente se bajé la pelicula de plastico
transparente que trae dicha placa para cubrirla, evitando la formacion de burbujas.
Cuando se inoculd todas las placas se llevaron a incubacion durante 24 horas a 37°C.
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ANEXO N° 14.

Lectura de Placas Petrifilm inoculadas.

07/22/2011

Notese las colonias de color azul que pertenecen a Escherichia coli, y las colonias de
color rosado correspondientes a Coliformes Totales.
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ANEXO N° 15.

Siembra de placas de Agar MacConkey por método de estrias.

07/22/2011

1 Con aso o hisopo estéril,

estriar indcule original de
aproximodamente 0.3 em., en

€l borde de la cojo de Petri.

M

P,
E%

2. Flamear primera vez o

terminar el indculo original.
3. Segunda estria cruzada, l,-"‘-.
debe tocor ligeromente el 151!
1

indculo original. 1

4. Flamear sequnda vez o
terminar la sequnda estria.

5. Tercera estria. Debe
tocar ligeramente la segunda
estrio, y cubrir toda la
superficie libre del medio sin
tocar al final el imdculo
original_
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ANEXO N° 16.

Siembra de pruebas bioquimicas.

Esterilizacion del asa bacterioldgica Se tomaron las colonias aisladas

Se inocul6 cada prueba bioquimica con el tipo de asa correspondiente, luego se incubd
durante 24 horas a 37°C. Después de 24 horas de incubacion se hizo la lectura de los

resultados.
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ANEXO N° 17.

Lectura de pruebas bioquimicas.

Pruebas bioquimicas antes de ser inoculadas.

Pruebas bioquimicas a las 24 horas de incubacion a 37°C, obsérvese que han ocurrido
cambios bioquimicos que en algunos medios se manifiesta por el viraje de color, luego
se comparan las caracteristicas con la tabla para la identificacion respectiva de las
Enterobacterias y se identifica el género.
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ANEXO N° 18.

Tabla para la identificacion de género y especie de Enterobacterias.

T5I EEACCIONES TIPICAS DE DIVERSOS ORCGANISAMOS EN MEDIOS DIFERENTES
URE

MICRORGANISMOS BISEL (PROF | 5H: | INDOL| A VP | BEM | MOV | CIT | FENIL | PIGMENTOD | OXIDA | ESCTULIN | OPTOCH | CATALA
ESCHERICHIA COLI A AG | - + - == =1 = _ Amanilo — ) — "
CITROBACTER DIVERSTS A AG | - | - D | - | = | == | = — Amarillo — 5] -
CITROBACTER FREUNDI I\ AG | + - D | -]+ = | + - Amarillo - D +
ELEBSIELLA PNEUMONIAE NA | AGA | — - HE| < | =] = | =+ - Amarillo +
ELEBSIELLA OZOENAE ¥ | AGA | — - D ~ | - | D - Amarillo +

REINOSOLEROMATA TIC N x| - - =1 =1 = | = Z Amanillo T
ENTEROBACTER AEROGENES I} AG | - - =1 =1 = [ = - Amanio <
ENTEROBACTER CLOACAE I\ AG | - - s =1 =1 = | = - Amarillo +
HAFNIA ALVEL NA | AG | - - =1 =1 = | = - Amarillo - +
SERRATIA MERCESCENS NA | AG | - - - I R = Tojo - - T
PROTEUS VULGARIS N T + + | -+ = || = Amarillo D m
PROTELS MIRABILIS N AG | + — s =<1 = | o] = Dscuro _ T
MORGANELLA MORGANIS N x| - + s =1 =1 = | - n Amanilo = "
PROVIDENSE REGERT ¥ | AAG | - + P I R [ + Amarilo T T
PROVIDENSE ESTARTIL (3) N AG | - + ~ =1+ = | = + Amanillo
PROVIDENSE ALEALIFACIENS N x| - + -1 =1 = | = + Amarilio
SHIGELLA AB.C. N A | - | = - == - | - - Amarillo D
SHIGELLA SONNEI N x| - - S R Amarille -
SALMONELLA TTPHI H - - -1 =1 = [ = - Amanio —
TERSINIA ENTEROCOLITICA N x| - == = | =1+ - | - - Amarillo
SALMONELL4 ARIZONA H | = - — == = | = = Osam
STAPHTLOCOCUS AURELS A i | - - Dorado _ _ T
STAPHTLOCOCUS ALBUS A L | - _ Blanco - - = "
STREPTOCOCOS BETA Ads A A | - Gris _ Z Z Z
STREPTOCOCOS GRUPO ADx A A | - - S Verdoso - = - -
STREPTOCOCOS PHEUMONIAE - - [ - Dscuro = - y -
PSEUDOMONA AERUGINOSA N ¥ | - - -1 =1 = | = — Verds < - -
ACINETOBACTER CALCOUCETICUS | W ® | - - =1 =1 = = - - - =
NEISSERIA GONORREAE Blanco T - -
NEISSERIA MENINGITIDIS Blanco + _ _
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ANEXO N° 109.

Tabla para calcular el valor tedrico a partir de los grados de libertad en la prueba

de hipotesis con el método Chi cuadrado de Pearson.

V 0,005 0,01 0,025 0,05 0,95 0,975 0,99 0,995
1 0,00003935 0,000157 0,000982 0,00393 3,841 5,024 6,635 7,879
2 0,010 0,020 0,051 0,103 5,991 7,378 9,210 10,597
3 0,072 0,115 0,216 0,352 7,815 9,348 11,345 12,838
4 0,207 0,297 0,484 0,711 >9,488 11,143 13,277 14,860
5 0,412 0,554 0,831 1,145 11,070 12,832 15,086 16,750
6 0,676 0,872 1,237 1,635 12,592 14,449 16,812 18,548
7 0,989 1,239 1,690 2,167 14,067 16,013 18,475 20,278
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