TECNOLOGIA EN MARCHA

VOL. 10 N° 1 - 1990

Mora, Damer et al. El grupo coliforme: importancia como indicador sanitario en

los abastecimientos de aguas de consumo humano. Tecnologia en

marcha. Vol. 10, no. 1. 1990. p. 68-77.

EL GRUPO COLIFORME: IMPORTANCIA COMO
INDICADOR SANITARIO EN LOS ABASTECIMIENTOS

DE AGUAS DE CONSUMO HUMANO
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'RESUMEN

.~ Seidentificaron
_las Pruebas Confirmadas de la Técnica del N.M.P.
_ para Coliformes Totales y Fecales en aguas
 superficiales y subterréneas, sin tratamiento y con é,
~en los meses de julic de 1987 a marzo 1988. El
_ objetivo del estudio es demostrar la prevalencia de
los diferentes géneros de bacterias definidas como
coliformes en diferentes tipos de aguas, utilizadas
para consumo humano. e
S Las identificaciones de aguas superficiales sin
tratamiento presenta a la Escherichia coli como la
_ bacteria que mas se aisla en este tipo de aguas,
contrario a lo que sucede en aguas con tratamiento
donde las bacterias que prevalecen son los géneros
'Enterobacter, Klebsiella y en tercer lugar la E. coli.
Estos resultados corroboran lo dicho por otros
investigadores, es decir que la E. coli es la bacteria
mas representativa del intestino de los animales de
sangre caliente. Los otros géneros del Grupo
_ Coliforme tienen la desventaja (como indicador) de
multiplicarse en las tuberias y sus origenes son mas
del suelo, vegetales y otros ambientes naturales.
Estos resultados cuestionan las “Guias de
Calidad de la OMS” que dan el mismo peso como
indicador sanitario a los Coliformes Totales y
Fecales. '

INTRODUCCION

En 1884, Escherich estudié una numerosa
poblacién de ciertas bacterias especificas del
intestino del hombre y de los animales de sangre
caliente, llamandolas “Bacillum coli”. Posteriormente,
se denomind a estas bacterias con el nombre de su
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descubridor “Escherichia coli”y se observé que la
presencia de estos organismos en el agua podia
interpretarse como evidencia de que el agua habia
sido contaminada con materia fecal, siendo la
poblacién de estas bacterias proporcional al grado
de contaminacién.

Bacteriolégicamente la Escherichia coli
pertenece a un grupo de bacterias que se define
como bacilos Gram negativos, no esporégenos,
anaerdbicos facultativos, que tienen la capacidad de
fermentar la lactosa produciendo &cido y gas en 48
horas a 35°C. Ademas son oxidasa-negativos. Hasta
el momento se conocen seis géneros que cumplen
con esta definicion; Escherichia, Arizona, Citrobacter,
Klebsiella, Enterobactery Hafnia®. La E. coli
generalmente se origina de heces de animales de
sangre caliente, ya que el 93% del total de bacterias
de un gramo de materia fecal son de este tipo. Por
otra parte los otros géneros tienen un habitat natural
como el suelo, vegetales y hasta forman parte de la
flora natural de ciertas aguas®# 5 6 8.9.10.11,14,15.

Durante mds de 75 afios se ha empleado el
grupo coliforme para evaluar la calidad sanitaria del
agua de consumo humano, sin embargo, la
utilizacién de este grupo como indicador sanitario se
sustentd en la idea original de que estas bacterias se
encontraban en gran cantidad en las descargas
fecales de los animales de sangre caliente (107 E.
coli por gramo)'® por lo que el resto de bacterias del
grupo coliforme al encontrarse en mas cantidad en
otros habitats naturales como el suelo, vegetales y
aguas (Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella'y
Arizona), no son un verdadero indicador de
contaminacion fecal.

Con el pasar de los afios, se descubri6 que
existia un subgrupo de bacterias que tenian la
capacidad de multiplicarse a 44,5°C y se les llamé
“Grupo Coliforme Fecal”, los cuales son organismos
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con mayor probabilidad de haberse originado en los
intestinos. En consecuencia, muestran una mejor
correlacion respecto al grado de contaminacién fecal.
Los coliformes fecales no tienen tantas limitaciones
como indicadores sanitarios, ya que son mas
especificos de las descargas de los animales de
sangre caliente (principalmente la E. coli) y no se
multiplican en las corrientes, ni en las tuberias de los
sistemas de distribucién, como si lo hacen otros
géneros del grupo coliforme total® - 2,

A pesar de las diferencias entre estos dos
grupos de bacterias y de lo imprecisos que son los
dos procedimientos de cuantificacién (F.M. y
N.M.P.), se les sigue dando practicamente la misma
importancia como indicadores sanitarios en las
ultimas Guias de calidad de la OMS'213.16,

En razén de lo anterior y debido a las malas
interpretaciones que se le dan a estos indicadores en
nuestro medio, presentamos este estudio con el
objetivo principal de educar o hacer conciencia entre
los ingenieros sanitarios y trabajadores relacionados
con la calidad del agua del verdadero significado de
ambos indicadores de contaminacion.

Para cumplir con el objetivo debemos
determinar:

1. Cuédl es el género mas representativo (grupos
coliforme total y coliforme fecal) de contamina-
cién fecal en aguas superficiales, aguas subte-
rraneas y aguas con tratamiento (cloracién)

2. Cuadl es el género més resistente al tratamiento

y (0) a la cloracién

Cudl es la bacteria mds sensible a la cloracién

Cual grupo de bacterias tiene mas valor

sanitario para evaluar la calidad sanitaria de las

aguas tratadas y de las aguas sin tratamiento

5. Sise tiene presencia de bacterias propias del
agua, las cuales dan falsos positivos en la
Prueba del Numero Mas Probable' 2 y generan
malas interpretaciones al evaluar la calidad de
estas aguas

6. Cual es la relacién entre coliformes totales y
coliformes fecales en aguas con tratamiento en
la red de distribucién, en aguas superficiales sin
tratamiento y en aguas subterraneas.

o G0

MATERIAL Y METODOS

Para cumplir con los objetivos de esta
investigacion se procedio a identificar 944 bacterias
(colonias) que dieron la Prueba Confirmada (N.M.P.),
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a 35y 44,5°C, en aguas subterraneas sin cloracion,
en aguas superficiales sin tratamiento y en aguas
con tratamiento de la red de distribucién. El estudio
se llevé a cabo en los meses de julio de 1987 a
marzo de 1988.

Para buscar la relacién entre el N.M.P. de
coliformes totales y fecales en los diferentes tipos de
agua, se sacé el promedio de mil resultados del
N.M.P. de ambos grupos de coliformes (aguas
tratadas, aguas sin tratar y aguas subterraneas).

Métodos bioquimicos para identificar las
bacterias

Después de aislar las bacterias por medio de un
cultivo puro en agar “Levine”, se procedié a sembrar
(picar) los diferentes tipos de colonias en aguas
“triple azucar hierro”, luego de 24 horas de
incubacién a 35°C, se anotaron las lecturas y se
repicaron los cultivos en las siguientes pruebas
bioquimicas: Indol, Rojo Metilo, Voges Proskawer,
Citrato de Simén, Motilidad, Lisina (descarboxilasa) y
la prueba de Oxidasa, como lo recomiendan los
métodos normalizados®. Antes de proceder a
identificar las bacterias de acuerdo con el Cuadro 1,
se corrobor¢ la capacidad de fermentar la lactosa
con produccién de acido y gas en caldo E.C. y verde
bilis brillante. Las bacterias que dieron la prueba de
oxidasa positiva, se repicaron en Agar Trypticase
Soya, para posterior identificacién de falsos positivos
de la prueba del N.M.P. de coliformes. En este paso
se contd con la ayuda de la Facultad de
Microbiologia (U.C.R.).

La identificacién de los géneros de los grupos
coliforme total y fecal se hicieron en las aguas
superficiales sin tratamiento. De acuerdo con la
literatura, el verdadero representante de contami-
nacién fecal es la E. coli, en consecuencia nuestra
hipétesis es que en este tipo de agua, al estar
expuesta a mayor polucion fecal, la bacteria que méas
da la prueba confirmada positiva debe ser la E. coli.

La identificacién de bacterias coliformes en
aguas subterraneas sin tratamiento se hizo para
comparar con la identificacién de aguas super-
ficiales, porque la otra hipétesis es que en estas
aguas la presencia del E. coli es porcentualmente
menor al estar mas protegidas de la contaminacién
fecal y que prevalecen otros géneros como Entero-
bacter, Klebsiella, etc.

La identificacién de aguas tratadas en la red de
distribucién se realizé con el objetivo de observar
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cudl es el género que més prevalece, o que es mas
resistente a la cloracién, cual es el mas sensible y
ademads observar si existe o no recrecimiento o
colonizacién de estas bacterias en las tuberias.

ANALISIS DE RESULTADOS

Las 954 colonias o bacterias procedentes de las
Pruebas Confirmadas del N.M.P. de coliformes
totales (a 35°C) y fecales (a 44,5°C), se dividen en

-tres grupos:

a) Aguas superficiales sin tratamiento (257
colonias),
b) Aguas con tratamiento o cloracion (433 colonias)

y
c) Aguas subterraneas sin cloracion (254 colonias).

En el Cuadro 2 se presentan las identificaciones
bacterianas de las “aguas superficiales sin
tratamiento”. Los resultados demuestran que la E.
coli se identificé en un 65y 80% a 35y a 44,5°C,
respectivamente. La bacteria Enterobacter
aerogenes ocupd un segundo lugar con un 14% a
35°C y un tercer lugar con 5,0% a 44,5°C.

Es importante anotar que la presencia de los
géneros Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter,
Arizona a 44,5°C en este tipo de aguas se identificd,
en su gran mayoria, en muestras de la Prueba
Confirmada, en combinacién con E. coli, es decir en
pocas ocasiones la positividad de la Prueba
Confirmada a 44,5°C se debi6 solo a un tipo de
bacteria. La Figura 1 permite visualizar la gran
diferencia porcentual de identificaciones entre el
género Escherichiay el resto de géneros del grupo
coliforme, coincidiendo la presencia de E. colicon el
hecho de que estas aguas no tienen ninguna
proteccién sanitaria, sino que, por el contrario, estan
rodeadas de fuentes importantes de contaminacion
fecal. La mayoria de estas identificaciones de
bacterias provienen de aguas crudas de plantas de
tratamiento (Guadalupe, los Sitios, Cuadros, Planta
Alta, Desamparados, Atenas y Acosta).

En el Cuadro 3 se presentan las identificaciones
de las bacterias procedentes de la Prueba
Confirmada a 35 y 44,5°C, de aguas con tratamiento
o cloracion. El porcentaje de bacterias identificadas
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CUADRO 2. Identificacién de bacterias
procedentes de la prueba confirmada
(N.M.P.) en aguas superficiales sin

tratamiento
Bacteria Temperatura de incubacién
a35°C a44,5°C
No. % No. %
Escherichia coli 7o 652 114 802
Arizona hinshawii ) 2,6 1 0,7
Citrobacter freundii 0 0,0 0 0,0
Citrobacter diversus 5 43 3 241
Klebsiella pneumoniae 2 1.7 0 0,0
Klebsiella oxytoca 4 35 1 0,7
Klebsiella ozaenae 2 1.7 0 0,0
Klebsiella rhinoscleromatis 0 0,0 0 0,0
Enterobacter aerogenes 16 14,0 7 5,0
Enterobacter cloacae 3 2,6 4 2,8
Enterobacter agglomerans 3 2,6 1 0,7
*Aeromonas (Vibrionaceae) 1 0,9 10 7,0
No identificadas 1 0,9 1 0.7
TOTALES 115 100 142 100

' Falsos positivos en la Prueba Confirmada (N.M.P.)

CUADRO 3. Identificacién de bacterias
procedentes de la prueba confirmada
(N.M.P.) en aguas con tratamiento y(o)

cloracion.
Bacteria Temperatura de incubacién

a35°C(CT) a445(CF)

No. % No. %
Escherichia coli 70 19,1 9 13,0
Arizona hinshawii 2 0,5 1 1,5
Citrobacter freundii 2 0,5 1 1.5
Citrobacter diversus 32 8,7 5 75
Klebsiella pneumoniae 14 3,8 8 12,0
Klebsiella oxytoca 27 7,4 4 6,0
Klebsiella ozaenae 15 41 7 10,4
Klebsiella rhinoscleromatis 1 0,3 1 15
Enterobacter aerogenes 81 22,0 14 21,0
Enterobacter cloacae 49 13,4 11 16,4
Enterobacter agglomerans 44 12,0 0 0,0
*Aeromonas (Vibrionaceae) 23 6,3 6 9,0
No identificadas 6 1,6 0 0,0
TOTALES 366 100 67 100

" Falso positivo en la Prueba Confirmada (N.M.P.)

A
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FIGURA 1. Identificacion de géneros de la
prueba confirmada a 35 y 44,5° C en aguas
supefficiales sin tratamiento

como E. colia35y a44,5°C fuede 19y 13%
respectivamente, contrastando con el alto porcentaje
de prevalencia en aguas superficiales sin
tratamiento. La Figura 2 nos permite observar que en
aguas con proteccién o tratamiento como son las de
las redes de distribucién, la bacteria que mas
prevalece a 35°C es Enterobacter con un 47,5%. A
44,5°C la bacteria que mas se aisl6 es Klebsiella con
un 54%. En estas aguas (tratadas) la E. coli ocupd
un tercer lugar en el orden de aislamientos.

El Cuadro 4 presenta las identificaciones
bacterianas del grupo coliforme a 35y 44,5°C, en
aguas subterraneas sin cloracién. Antes de analizar
los resultados, es importante aclarar que en este tipo
de aguas se incluyen aguas de pozos, manantiales y
redes de distribucién por lo tanto, ocupan un lugar
intermedio con respecto a las posibles fuentes de
contaminacién fecal; es decir tienen la proteccién de
la naturaleza por proceder de aguas subterraneas,
sin embargo, estan expuestas a contaminaciones al
aflorar a la superficie (manantiales) o a la
contaminacion en la propia red de distribucién.

Los resultados demuestran que la E. coli a 35°C
ocupa un segundo lugar (18,4%) detras de
Enterobacter (46,5%). Los resultados a 44,5°C
(coliformes fecales) (Figura 3), presentan a la E. coli
en primer lugar en identificaciones con un 42,0%y a
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FIGURA 2. Identificacién de géneros de la
prueba confirmada a 35 y 44,5° C en aguas
con tratamiento.

CUADRO 4. Identificacion de bacterias
procedentes de la prueba confirmada
(N.M.P.) en aguas subterrdneas sin

cloracion.
Bacteria Temperatura de incubacién

a 35°C a 44,5°C

No. % No. %

Escherichia coli 34 18,4 29 42,0
Arizona hinshawii 7 3,8 3 43
Citrobacter freundii 21 113 < 43
Citrobacter diversus 7 3,8 1 1,4
Klebsiella pneumoniae 8 4,3 4 58
Klebsiella oxytoca 4 2,2 0 0,0
Klebsiella ozaenae 5 2.7 2 3,0
Klebsiella rhinoscleromatis 0 0,0 0 0,0
Enterobacter aerogenes 45 24,3 19 27.5
Enterobacter cloacae 19 10,3 6 8,7
Enterobacter agglomerans 22 12,0 0 0,0
*Aeromonas (Vibrionaceae) 7 3,8 2 3,0
No identificadas 6 3.2 0 0,0
TOTALES 185 100 69 100

i Falsos positivos en la Prueba Confirmada (N.M.P.)
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FIGURA 3. Identificacion de géneros de la
prueba confirmada a 35 y 44,5° C en aguas
subterrdneas sin tratamiento.

Enterobacter en segundo lugar con 36%. Llama la
atencion la alta presencia de bacterias del género
Citrobacter, con respecto a los otros dos tipos de
agua estudiados. Nuestra experiencia y los
resultados de identificaciones de las aguas de
Fuente Carazo y Chiguite (Tres Rios), nos

permite pensar que este tipo de bacteria forma parte
de la flora normal de esta aguas (obsérvese

Cuadro 5).

En las Figuras 4, 5 y 6 se presenta el
porcentaje de prevalencia de E. colien las tres
diferentes aguas estudiadas; se observa claramente
que las aguas con mayor posibilidad de
contaminacion fecal son las que tienen mayor
porcentaje de bacterias E. coli.

Un factor sobresaliente en este estudio es la
presencia de bacterias con las mismas
caracteristicas de los géneros de grupo coliforme,
pero difieren en que son oxidasa positivas, por lo
cual no cumplen con la definicién de este grupo.
Estas bacterias pertenecen a la familia Vibrionaceae
y tienen todas las caracteristicas de ser Aeromonas
o0 Plexiomonas las cuales forman parte de la flora
normal de muchas aguas'-2.
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CUADRQO 5. Identificacién de bacterias de
la prueba confirmada (N.M.P.) en aguas de
las fuentes Carazo y Chigiiite.

Bacteria Temperatura de incubacién
a 35°C a445°C
No. % No. %
Escherichia coli 2 53 0 0
Arizona hinshawii 1 2,6
Citrobacter freundii 9 23,7 1 33,3
Citrobacter diversus 2 5.3
Klebsiella pneumoniae 1 2,6 1 33,3
Klebsiella oxytoca 1 2,6 0 0
Klebsiella ozaenae 0 0,0 0 0
Klebsiella rhinoscleromatis 0 0,0 0 0
Enterobacter aerogenes 5 13,1 0 0
Enterobacter cloacae 1 2,6 1 33,3
Enterobacter agglomerans 6 15,8 0 0
*Aeromonas (Vibrionaceae) 2 53 0 0
No identificadas 7 18,4 0 0
TOTALES 38 3

A Falsos positivos en la Prueba Confirmada (N.M.P.)

Al fermentar la lactosa con produccién de 4cido
y gas en los medios selectivos para las bacterias del
grupo coliforme (verde bilis brillante y caldo E.C.)
producen un “falso positivo”, provocando malas
interpretaciones a la hora de evaluar la calidad de
las aguas, ya que ningun laboratorio en Costa Rica
cumple con la identificacién de las bacterias
causantes de la positividad en la Prueba Confirmada
del N.M.P.

En el Cuadro 6 se presenta la relacién entre los
coliformes totales (C.T.) y fecales (C.F.) en los tres
tipos de aguas estudiadas. En aguas con
tratamiento, la proporcién entre C.T./100 mL y
C.F./100 mL fue de 2,8 (en 1000 datos), siendo muy
constante cuando la proporcién se sacé con 10, 20,
30, 42 y 62 datos. En aguas sin tratamiento la
proporcion fue de 1,8 en 1000 datos, pero muy
variable cuando la proporcién se realizé con 10, 20,
30 y 42 resultados (n). En aguas subterraneas sin
tratamiento la proporcién C.T. y C.F./100 mL fue de
2,75 en 1000 datos, pero con 10, 20, 30, 42 y 62
datos la relacion oscila entre 5y 6 a favor de los
coliformes totales.
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FIGURA 4. Porcentaje de identificacién de E
coli a 44,5° C en aguas supefficiales sin
tratamiento.

CONCLUSIONES

El analisis de los resultados de las
identificaciones de las bacterias procedentes de la
prueba confirmada (N.M.P.) de las tres diferentes

1 B 130%

B 87,0%

1=E. coli
2 = Otros coliformes

FIGURA 6. Porcentaje de identificacion de E
coli a 44,5° C en aguas con tratamiento.
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FIGURA 5. Porcentaje de identificacion de E
coli a 44,5° C en aguas subterrdneas sin
tratamiento.

aguas en estudio nos permite hacer las siguientes
conclusiones:

a.

ch.

La Escherichia coli es el género del grupo
coliforme mas representativo de contaminacién
fecal. Lo demuestra el alto porcentaje de preva-
lencia en aguas superficiales sin tratamiento. En
aguas con tratamiento la E. coli ocupa el tercer
lugar, tanto a 35°C como a 44,5°C, porque al
contrario de los otros géneros, éste no coloniza
(reproduce) las tuberias* ® 1014

El género del grupo coliforme mas resistente a
la cloracién es Enterobacter a 35°C y Klebsiella
a 44,5°C. Estos resultados confirman lo demos-
trado en otros estudios hechos en los Estados
Unidos- 1°

La bacteria mas sensible al tratamiento con
cloracién es Citrobacter freundii, debido a que
esta bacteria tiene una enzima (sulfidraza) que
es atacada por el cloro antes que cualquier otra
enzima?. La E. coli es méas sensible a la clo-
racion que las bacterias Enterobactery
Klebsiella

El grupo coliforme total es un indicador impor-
tante de la efectividad del tratamiento conven-
cional o la cloracién, sin embargo, el grupo
coliforme fecal tiene mucho méas valor como
indicador sanitario de las aguas sin tratamiento,
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ya que es mas especifico de descargas fecales
de animales de sangre caliente (hombre)

d. Se confirma la presencia de bacterias propias de
la flora normal de las aguas, que tienen caracte-
risticas muy semejantes a las bacterias coli-
formes, pero que difieren de éstas en que son
oxidasa positivas. Estas bacterias pertenecen a
la familia Vibrionaceae y son causantes de fal-
sos positivos en la Prueba Confirmada (N.M.P.)
al fermentar y producir gas de la lactosa y crecer
en caldo E.C. y verde bilis brillante

e. La relacién o proporcién entre coliformes totales
y fecales en los 3 tipos de agua estudiados
demuestran que no debe darseles el mismo
valor como indicador sanitario para evaluar la
calidad microbiolégica de las aguas de consumo
humano. Esta conclusién cuestiona los valores
guias bacteriolégicos de la O.M.S.,
principalmente en aguas sin tratamiento
(municipales, comunales, etc.)'% 1316,

Vale la pena insistir en que la proporcion a favor
de los coliformes totales en las diferentes aguas se
debe a que éstos, al provenir de ambientes
naturales y de las mismas descargas fecales, antes
mencionadas, se encuentran en mucho mayor
cantidad en cualquier tipo de agua, en cambio, los
coliformes fecales provienen de los intestinos de los
animales de sangre caliente. Ademas, hay
reproduccién o crecimiento en las aguas de las
tuberias, por parte de los coliformes totales, no asi
de los organismos fecales. Finalmente se debe
considerar que los coliformes fecales, al estar
menos adaptados al ambiente acuatico, son mas
sensibles a este habitat y al tratamiento
convencional o cloracién.

RECOMENDACIONES

A partir de las conclusiones anteriores, se
pueden hacer las siguientes recomendaciones:

a. Utilizar al grupo coliforme total para evaluar la
eficiencia del tratamiento de las aguas de
consumo humano

b. Usar, para evaluar la calidad sanitaria de aguas
sin tratamiento, (municipales y rurales), un
indicador especifico de contaminacién fecal,
como lo es el grupo coliforme fecal, especifica-
mente la E. coli". No hay que perder de vista el
nivel de coliformes totales en la interpretacion de

76

VOL. 10 N° 1-1990

los resultados de calidad de las diferentes
aguas.

c. Seguir las sugerencias de los métodos norma-
lizados?®, para la Prueba del Numero Mas
Probable, es decir efectuar las tres etapas de la
prueba: Prueba Presuntiva, Prueba Confirmada
y Prueba Completa. Esta ultima etapa nos indica
la naturaleza de la polucién, ya que solo si se
identifica la E. coli, podemos garantizar que la
contaminacién del agua es de origen fecal.
Ademas nos permite evitar malas interpre-
taciones por los organismos que dan falsos
positivos (Aeromonas, aun cuando su aisla-
miento es importante ya que estos organismos
son patégenos oportunistas) caldo E. C. y verde
bilis brillante.

ch. No dar el mismo valor sanitario a la presencia de
coliformes totales y fecales en las aguas. Los
ultimos evalGian mejor el riesgo para la salud, ya
que son mas especificos de materia fecal
humana3.
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