Deteccion de bacterias productoras de H,S para medir la calidad de agua potable;
comparacion con medicion de las coliformes fecales por el método Millipore en el campo
de Nicaragua.

*|van Lira, *Arnulfo Matamoros, ~ Frederick Jacob, *Francisco Baltodanoy =~ Robert
Harvey

*ENACAL/DAR, Matagalpa/Jinotega, Nicaragua

“TASCA, Taller de Salud Campesina, Raleigh, NC



INTRODUCCION
Para medir y controlar la calidad del agua potable en zonas rurales de Nicaragua asi como
en las ciudades de Matagalpa, Jinotega y Madriz hemos utilizado el método Millipore de
filtracion por membrana para medir coliformes fecales. Este método tiene varias
ventajas: es un método estandar, reconocido en todo el mundo como confiable. Es posible
ocuparlo no solamente en laboratorios urbanos grandes sino tambien en los rurales
sencillos. Durante los 12 afios de uso en Nicaragua, hemos visto que es posible capacitar
técnicos de varios niveles educativos y experiencia en su uso, y que sus resultados han
sido siempre confiables; lo que nos permite decir con plena confianza que el agua que sale
con la prueba con cero coliformes fecales en 100ml de agua es completamente segura para
tomar.
Sin embargo, tiene algunas desventajas. La mas destacada es que para lograr resultados
confiables es necesario incubar las muestras a una temperatura elevada y muy exacta. Por
eso el método necesita una incubadora bastante cara y una fuente confiable de electricidad.

Entonces, para complementar el método Millipore para medir la calidad del agua potable
buscamos otro método que se pueda utilizar en areas rurales, sin necesidad de laboratorio
ni de una fuente de electricidad. Revisamos varios métodos de presencia/ausencia, tal
como los que ocupan MUG como reactivo testigo; sin embargo la mayoria salieron con
dos desventajas: necesitaron una incubadora como el método Millipore, y el costo de
probar cada muestra resulté demasiado elevado.  Sin embargo el método de medir la
presencia/ ausencia de bacterias productoras de H,S ( Manja et al. , 1982 ) aparentemente
no presentd estas desventajas; necesito incubacion de las muestras sélo a la temperatura
ambiente, y los reactivos son baratos, mas o menos la mitad de los de las demas pruebas.
Hay publicados varios articulos que afirman que en muestras de agua potable en varios
paises del mundo, especialmente los tropicales, habia una buena correspondencia entre la
presencia de coliformes fecales y de las bacterias productoras de H,S (Manja et al.
(1982), Kromoredgo & Fujioa (1991), Kaspar et al. (1992), Grant & Ziel (1996)). La
correlacion no es perfecta. Dicen que es mejor con las coliformes totales (Grant & Ziel
(1996)), y un estudio en Malasia resulté con poca correlacion (Desmarchelier et al, 1992).
Sin embargo el método parecia tener buenas posibilidades para nuestros propdsitos.
Empezamos entonces un estudio para confirmar que en las aguas de Matagalpa y Jinotega
hubiera una correspondencia entre la presencia de coliformes fecales y de bacterias
productoras de H,S igual a la afirmada por otros y suficiente para que el método sirviera
para vigilar la calidad del agua potable en el campo de Nicaragua.



METODOS

Metodo Millipore para medir coliformes fecales:

Ocupamos el método de filtracion por membrana para medir coliformes fecales descrito en
“Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater” publicado por la
American Public Health Association y aprobado por el Comité de Métodos Estandares en
1991. Los filtros ocupados eran de Gelman o de Millipore Corp. y el medio de cultivo
era el mFC de Difco.

Meétodo para detectar bacterias productoras de H,S.

Modificamos el método de Manja et al utilizando las bolsas plasticas estériles "Whirlpak"
de 118 ml (Nasco, Fort Atkinson, WI; Cat# B1062) en vez de las botellas estériles.

Todo el aparato se contiene en una caja de plastico de aproximadamente 40 x 20 x 20
centimetros (vea Figura 1). Hay un portabolsas que puede aceptar hasta 15 bolsas
Whirlpak, un termémetro, y contenedores para algodon, alcohol y las capsulas del medio
de cultivo. Ocupamos el medio de cultivo "Pathoscreen P/A" (Hach Co., Loveland, CO,
Cat.# 26106-96 ).

Figura 1; Aparato del método para detectar bacterias productoras de H,S.

Después de marcar la bolsa recolectora ‘Whirlpak’ para identificarla y la hora de muestreo,
sacamos la muestra de agua segun las normas de los "Métodos Estandares", llenando la
bolsa hasta la linea de 100ml. Ponemos la bolsa todavia abierta en el portabolsas, y

con algoddn empapado con alcohol limpiamos y esterilizamos la capsula de medio de
cultivo ‘Pathoscreen’ y la navaja o tijera que ocupamos para abrir la capsula cortandola.
Agregamos el polvo del medio de cultivo a la muestra de agua y cerramos la bolsa
cuidadosamente girando las alambres Gnicamente, no girando la bolsa en si.



La bolsa se queda en el portabolsas con la caja cerrada de 24 a 30 horas. Revisamos de vez
en cuando la temperatura en la caja para asegurarnos que esta siempre entre los 25°y

35° C. Se ve algunos ejemplos de muestras incubadas en la Figura 2.

Registramos los resultados asi;

Negativo (-) Ningun crecimiento, muestra todavia amarilla y clara
(e.g Muestras D & E)

Negativo (OTB) Turbidez, tal vez color, pero no totalmente negro
(e.g Muestra C).

Positivo (+) Medio negro por completo, olor de H,S (e.g
Muestras A & B)

Figura 2. Muestras tipicas después de la incubacion para detectar bacterias
productoras de H,S.

Disefio del estudio.
Sacamos 215 muestras de los sistemas de agua de varias comunidades rurales de las
provincias de Matagalpa y Jinotega, Nicaragua. Los tipos de sistemas muestreados se ven
enla Tablal. De cada punto de muestreo sacamos dos muestras iguales. A una le
agregamos enseguida el medio de cultivo "Pathoscreen P/A" para empezar la prueba de
deteccion de bacterias productoras de H,S. Guardamos las otras en un termo sin hielo
hasta que regresaramos al laboratorio donde realizamos la prueba Millipore para medir
coliformes fecales. Después de leer y registrar los resultados de cada prueba los
comparamos usando el programa estadistico "JMP".



RESULTADOS
Un resumen de los sistemas muestreados se ve en la Tabla 1. Son representativos de los
que se encuentran en las areas rurales de Nicaragua e incluyen en los nombrados "Otros"
un rio y dos envases caseros de agua.

Tabla 1. Resumen de sistemas de agua muestreados en este estudio.

Muestras con Cero Coliformes
Tipo de sistema Muestras | Muestras |Coliformes Fecales /100 ml | Fecales /100 ml
total |con cloro|# muestras % del total Promedio/
muestra
Pozo perforado 95 4 71 75 34
Pozo excavado a mano 7 0 1 14 80
Miniacueducto por gravedad:
Captacion abierta| 41 10 8 20 22
Captacion cerrada 69 0 32 46 14
Otros 3 0 1 33
Suma 215 14 113 53 26

Segun la prueba Millipore, 113 (53%) de las 215 muestras salieron con cero coliformes
fecales, mientras 100 (47%) salieron sin bacterias productoras de H,S.

En la Tabla 2 se presentan los resultados del estudio en forma de una Tabla de
Contingencia en que los resultados de la prueba de coliformes fecales asi como los de
deteccion de bacterias productoras de H,S se representan sélo como ausencia (cero) o
presencia (mas de cero).

Las dos pruebas concuerdan en el 86% de las muestras y los analisis estadisticos dicen que
esta correspondencia tiene una probabilidad de menos de 0.01% de ocurrencia por
casualidad. Es importante sefialar que de las muestras que salieron sin correspondencia, la
mayoria (22 de 30, 10% de todas de las muestras) fueron "positivos falsos", es decir
muestras que salieron con presencia de las bacterias productoras de H,S sino cero
coliformes fecales. Sélo el 3.7% de todas las muestras salieron con ausencia de las
bacterias productoras de H,S donde habia mas de cero coliformes fecales, es decir,

" negativos falsos".




Tabla 2. Comparacién de las dos pruebas de agua potable por medio de
""Tabla de Contingencia™

Bacterias productoras de H,S
Conteo Presencia Ausencia Total
(% de Total) (% de Total)
(1]
A 'S 93 8 101
&S c
Lo |3
E S £ (43.3%) (3.7%) (47%)
3
ES |8 22 67 114
52 1%
S § 3 (10.2%) (42.8%) (53%)
Total 115 100 215
(% de Total) (53.5%) (46.5%) (100%)
Prueba estadistica Prob > y?
Razon de probabilidad <.0001
Pearson <.0001
Prueba exacta de Fisher <.0001

Este analisis no hace caso a la concentracion de coliformes fecales en cada muestra y coémo
ésta puede afectar la correspondencia entre las dos pruebas. Para hacerlo, hicimos la
regresion logistica y los resultados se presentan en la Figura 3. La estimacion de la fuerza
de la correspondencia salio igual al 87%.
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Figura 3. Comparacion de las dos pruebas de agua potable por regresion logistica.



CONCLUSION

Este estudio confirma que en las aguas de Matagalpa y Jinotega hay una correspondencia
entre la presencia de coliformes fecales y de las bacterias productoras de H,S igual a la
afirmada por los estudios en otros paises (Manja et al. (1982), Kromoredgo y Fujioa
(1991), Kaspar et al. (1992), Grant y Ziel (1996)). Un andlisis los datos por dos métodos
estadisticos dio un nivel de correspondencia del 86%. Donde las dos pruebas no
concordaban la mayoria eran positivos falsos; en sélo el 3.7% de las muestras la prueba
para medir la presencia/ausencia de bacterias productoras de H,S salié como negativo
falso.

La deteccién de bacterias productoras de H,S no se puede sustituir con la medicién de las
coliformes fecales por el método Millipore como la prueba estandar para medir la calidad
sanitaria del agua potable. Sin embargo, la prueba tiene su papel en el trabajo de la salud
publica. Donde no hay laboratorio, tal como en el campo, el método nos sirve muy bien
como una prueba alternativa para estimar la calidad del agua potable, una prueba que es
facil, barata y confiable.
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