


PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATÓLICA DEL ECUADOR 

 

FACULTAD DE CIENCIA EXACTAS Y NATURALES 

 

ESCUELA DE CIENCIAS BIOLÓGICAS 

 

 

 

Determinación de la productividad y selectividad de las placas 

PetrifilmTM Aqua de 3MTM para recuento de coliformes en agua potable 

proveniente de la Empresa Pública Metropolitana de Agua Potable y 

Saneamiento. 

 

 

 

Disertación previa a la obtención del título de Microbiólogo  

 

 

 

CYNTHIA CAROLINA ACOSTA DUQUE  

EDDIE RAÚL VALENCIA RAMOS 

 

 

Quito, 2017 



	

	

iii	

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CERTIFICACIÓN  
 
 
 

 
Certifico que la Disertación de Microbiólogo de la señorita Acosta Duque Cynthia 
Carolina y el señor Valencia Ramos Eddie Raúl, ha sido concluida de conformidad con las 
normas establecidas; por lo tanto, puede ser presentada para la calificación 
correspondiente.  
 
 
 
 
 
 
 

Máster Elena Granda Moreno 
Directora de la Disertación 
Quito, 29 de mayo de 2017 

  



	

	

iv	

DEDICATORIA 

 

A Dios por guiar cada uno de mis pasos en este camino llamado vida, por estar siempre 

conmigo y cuidar de mi en todo momento.  

A mi familia que de una u otra manera han estado siempre a mi lado alentándome, 

apoyándome y brindándome su amor incondicional.  

En especial quiero dedicar este trabajo a esa persona que siempre ha sido mi guía, mi 

ejemplo, mi mundo, por todo su esfuerzo, valentía, dedicación y amor, por ser quien 

siempre me ha dado la fuerza para continuar y dar lo mejor de mi. A mi mamá, gracias por 

existir y enseñarme a enfrentar la vida. 

A aquellos ángeles que desde el cielo me acompañan. 

 

Cynthia 

  



	

	

v	

DEDICATORIA 

 

A Jesucristo, mi madre, familiares y todos los que hicieron posible este trabajo académico 

por su constante amor y apoyo. 

 

Eddie 

  



	

	

vi	

AGRADECIMIENTOS 

 

A la Pontificia Universidad Católica del Ecuador por ser el lugar idóneo para realizar 

nuestra formación profesional.  

A Mtr. Elena Granda por su guía, apoyo y paciencia durante todo el desarrollo de este 

trabajo. 

A la Empresa 3M-Ecuador y a quienes la representan por encomendarnos este proyecto y 

por su colaboración para hacer esta investigación posible.  

A la Empresa Pública Metropolitana de Agua Potable y Saneamiento (EPMAPS) por 

abrirnos sus puertas y permitirnos realizar este estudio.  

A todas aquellas personas que se han involucrado de una u otra manera haciendo este logro 

posible.  

  



	

	

vii	

ÍNDICE DE CONTENIDOS  

 

1 RESUMEN ..................................................................................................................... 1 

2 ABSTRACT ................................................................................................................... 2 

3 INTRODUCCIÓN ......................................................................................................... 3 

3.1 OBJETIVOS .................................................................................................................. 6 
3.1.1 OBJETIVO GENERAL ................................................................................................. 6 
3.1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ......................................................................................... 6 

4 MARCO TEÓRICO ..................................................................................................... 7 

4.1 AGUA POTABLE ......................................................................................................... 7 
4.1.1 HISTORIA DEL AGUA POTABLE ............................................................................. 8 

4.1.1.1 Historia de la potabilización del agua en Quito ................................................................... 9 
4.1.2 POTABILIZACIÓN DEL AGUA ............................................................................... 11 

4.1.2.1 Coagulación, Floculación y Sedimentación ....................................................................... 11 
4.1.2.1.1 Coagulación .......................................................................................................... 11 
4.1.2.1.2 Floculación ........................................................................................................... 12 
4.1.2.1.3 Sedimentación ...................................................................................................... 12 

4.1.2.2 Filtración ............................................................................................................................ 12 
4.1.2.2.1 Filtración granular de alta velocidad .................................................................... 12 

4.1.2.3 Desinfección ....................................................................................................................... 13 
4.1.2.3.1 Cloro residual ....................................................................................................... 13 

4.2 CALIDAD MICROBIOLÓGICA DEL AGUA ....................................................... 14 
4.2.1 MICROORGANISMOS INDICADORES .................................................................. 14 

4.2.1.1 COLIFORMES TOTALES ................................................................................................ 15 
4.2.1.1.1 Coliformes Fecales o Termotolerantes ................................................................. 15 

4.3 ANÁLISIS MICROBIOLÓGICO DEL AGUA ....................................................... 16 
4.3.1 TÉCNICA DE FILTRACIÓN POR MEMBRANA .................................................... 16 

4.4 MEDIO DE CULTIVO M-COLIBLUE24 ............................................................... 17 
4.5 PLACAS  PETRIFILMTM AQUA DE 3MTM PARA RECUENTO DE 

COLIFORMES ..................................................................................................................... 17 
4.5.1 Composición de las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM para recuento de coliformes .. 18 
4.5.2 Modo de Empleo de las Placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM para recuento de 

coliformes ................................................................................................................................. 18 
4.5.3 Interpretación de las Placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM para recuento de coliformes 18 

5 MATERIALES Y MÉTODOS ................................................................................... 19 

5.1 MATERIALES Y EQUIPOS ..................................................................................... 19 



	

	

viii	

5.1.1 MATERIALES DE LA FASE DE MUESTREO ........................................................ 19 
5.1.2 MATERIALES DE LA FASE DE LABORATORIO ................................................. 19 
5.1.3 EQUIPOS ..................................................................................................................... 21 

5.2 MÉTODOS .................................................................................................................. 21 
5.2.1 RECOLECCIÓN DE MUESTRAS ............................................................................. 21 

5.2.1.1 Desactivación del cloro residual ........................................................................................ 24 
5.2.2 TRANSPORTE DE MUESTRAS ............................................................................... 24 
5.2.3 CONTROL DE CALIDAD ......................................................................................... 25 

5.2.3.1 Medio de cultivo ................................................................................................................ 25 
5.2.3.1.1 Verificación de características .............................................................................. 25 
5.2.3.1.2 Prueba de esterilidad ............................................................................................ 25 

5.2.3.2 Control de equipos ............................................................................................................. 26 
5.2.3.3 Esterilización de materiales ................................................................................................ 26 
5.2.3.4 Características de las cepas a diferentes temperaturas de incubación ................................ 26 

5.2.4 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS ....................................................................... 31 
5.2.4.1 Procedimientos pre-Analíticos ........................................................................................... 31 
5.2.4.2 Inoculación de las muestras ............................................................................................... 31 

5.2.4.2.1 Preparación de las cepas de trabajo ...................................................................... 32 
5.2.4.2.2 Preparación de la escala McFarland ..................................................................... 33 
5.2.4.2.3 Preparación del Inóculo ........................................................................................ 33 
5.2.4.2.4 Inoculación de las muestras .................................................................................. 36 

5.2.4.3 Prehidratación de las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM ................................................... 37 
5.2.4.4 Filtración de las muestras ................................................................................................... 39 
5.2.4.5 Incubación y análisis de las colonias ................................................................................. 42 

5.2.5 ANÁLISIS ESTADÍSTICOS ...................................................................................... 43 

6 RESULTADOS Y DISCUSIÓN ................................................................................. 45 

6.1 EVALUACIÓN DE LA PRODUCTIVIDAD Y SELECTIVIDAD DE LAS PLACAS 

PETRIFILMTM AQUA DE 3MTM ........................................................................................ 46 
6.2 DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD DE LAS PLACAS PETRIFILMTM 

AQUA DE 3MTM PARA DIFERENCIAR ENTRE COLIFORMES FECALES Y 

TOTALES MEDIANTE VARIACIÓN DE TEMPERATURA ....................................... 56 

7 CONCLUSIONES ....................................................................................................... 69 

8 RECOMENDACIONES ............................................................................................. 70 

9 REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS ...................................................................... 71 

10 ANEXOS ...................................................................................................................... 79 

  



	

	

ix	

 

ÍNDICE DE FIGURAS 

 

Figura 1. Recolección de muestras en la planta de tratamiento Bellavista. ......................... 22 

Figura 2. Recolección de muestras en la planta de tratamiento El Placer. .......................... 22 

Figura 3. Recolección de muestras en la planta de tratamiento Puengasí. .......................... 23 

Figura 4. Transporte de las muestras. .................................................................................. 24 

Figura 5. Control de esterilidad de los medios de cultivo. .................................................. 26 

Figura 6. Colonias de E. coli incubadas a 35ºC en los medios m-Coliblue24 (Derecha) y 

placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM (Izquierda). ........................................................... 28 

Figura 7. Colonias de E. coli incubadas a 44,5ºC en los medios m-Coliblue24 (Derecha) y 

placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM (Izquierda). ........................................................... 28 

Figura 8. Colonias de E. aerogenes incubadas a 35ºC en el medio m-Coliblue24. ............ 29 

Figura 9. Colonias de E. aerogenes incubadas a 44,5ºC en el medio m-Coliblue24. ......... 29 

Figura 10. Colonias de E. aerogenes incubadas a 35ºC en PetrifilmTM Aqua de 3MTM. .... 30 

Figura 11. Colonias de E. aerogenes incubadas a 44,5ºC en PetrifilmTM Aqua de 3MTM. . 30 

Figura 12. Cepas bacterianas en BHI. ................................................................................. 33 

Figura 13. Transferencia de las cepas a BHI. ...................................................................... 34 

Figura 14. Incubación de las cepas por 24 horas a 35-37 ºC. .............................................. 34 

Figura 15. Transferencia de las cepas a cubetas para medir la turbidez. ............................. 35 

Figura 16. Lectura de la turbidez de cada cepa. .................................................................. 35 

Figura 17. Diluciones seriadas en base 10. .......................................................................... 36 

Figura 18. Inoculación de las muestras. .............................................................................. 37 

Figura 19. Adición de 1 mL de agua destilada en las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM. .. 38 

Figura 20. Descenso de la película superior de la placa PetrifilmTM Aqua de 3MTM. ......... 38 

Figura 21. Presión del esparcidor sobre la placa PetrifilmTM Aqua de 3MTM. .................... 39 

Figura 22. Posicionamiento de la membrana de éster celulosa de 47 mm con poros de 0,45 

µm para la filtración de la muestra. ............................................................................. 40 

Figura 23. Transferencia de la membrana después de filtrar la muestra al medio m-

ColiBlue24. .................................................................................................................. 41 

Figura 24. Localización de la membrana después de la filtración de la muestra en las placas 

PetrifilmTM Aqua de 3MTM. ......................................................................................... 41 

Figura 25. Incubación a 35 ºC. ............................................................................................ 42 



	

	

x	

Figura 26. Incubación a 44,5 ºC. ......................................................................................... 43 

Figura 27. Crecimiento de bacterias no coliformes en m-Coliblue24. ................................ 46 

Figura 28. Crecimiento bacteriano en el medio m-Coliblue24 del inóculo 1,5 x 100 

UFC/mL de la muestra Nº 7. ....................................................................................... 51 

Figura 29. Crecimiento bacteriano en placas PetrifilmTM Aqua 3MTM del inóculo 1,5 x 100 

UFC/mL de la muestra Nº 25. ..................................................................................... 51 

Figura 30. Crecimiento bacteriano en el medio m-Coliblue24 del inóculo 1,5 x 101 

UFC/mL de la muestra Nº 28. ..................................................................................... 52 

Figura 31. Crecimiento bacteriano en placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM del inóculo 1,5 x 

101 UFC/mL de la muestra Nº 2. ................................................................................. 52 

Figura 32. Crecimiento bacteriano en el medio m-Coliblue24 del inóculo 1,5 x 102 

UFC/mL de la muestra Nº 13. ..................................................................................... 53 

Figura 33. Crecimiento bacteriano en placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM del inóculo 1,5 x 

102 UFC/mL de la muestra Nº 27. ............................................................................... 53 

Figura 34. Gráfico de barras comparativo de las dos técnicas. ........................................... 54 

Figura 35. Crecimiento bacteriano de E. coli (colonia azul) y E. aerogenes (colonia roja) 

en m-Coliblue24 del inóculo 1,5 x 100 UFC/mL de la muestra Nº 2. ......................... 61 

Figura 36. Crecimiento bacteriano de E. coli (flecha negra) y E. aerogenes (flecha blanca) 

en placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM del inóculo 1,5 x100 UFC/mL a 44,5ºC de la 

muestra Nº 7. ............................................................................................................... 61 

Figura 37. Crecimiento bacteriano de E. coli (colonias azules) y E. aerogenes (colonias 

rojas) en m-Coliblue24 del inóculo 1,5 x 101 UFC/mL de la muestra Nº 25. ............. 62 

Figura 38. Crecimiento bacteriano de E. coli (flecha negra) y E. aerogenes (flecha blanca) 

en placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM del inóculo 1,5 x101 UFC/mL a 44,5ºC de la 

muestra Nº 6. ............................................................................................................... 63 

Figura 39. Crecimiento bacteriano de E. coli (colonias azules) y E. aerogenes (colonias 

rojas) en m-Coliblue24 del inóculo 1,5 x 102 UFC/mL de la muestra Nº 28. ............. 64 

Figura 40. Crecimiento bacteriano de E. coli (flecha negra) y E. aerogenes (flecha blanca) 

en placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM del inóculo 1,5 x102 UFC/mL a 44,5ºC de la 

muestra Nº 15. ............................................................................................................. 64 

Figura 41. Gráfico de barras comparativo de las dos técnicas para el recuento de E. coli. . 65 

Figura 42. Gráfico de barras comparativo entre E. aerogenes y colonias atípicas 

termotolerantes. ........................................................................................................... 66 

  



	

	

xi	

ÍNDICE DE TABLAS 

 

Tabla 1. Características de las cepas incubadas a diferentes temperaturas. ........................ 27 

Tabla 2. Datos para la evaluación de productividad y selectividad.. ................................... 47 

Tabla 3. Prueba t de student para recuento de E. coli en los métodos estudiados. .............. 55 

Tabla 4. Datos para diferenciación entre coliformes fecales y coliformes totales mediante 

temperatura.. ................................................................................................................ 57 

Tabla 5. Prueba t de student para recuento de E. coli en los métodos estudiados para 

selectividad mediante temperatura. ............................................................................. 65 

Tabla 6. Prueba t de student para recuento de Enterobacter aerogenes y colonias atípicas 

termotolerantes para selectividad mediante temperatura. ............................................ 67 

 

  



	

	

xii	

ÍNDICE DE ANEXOS 

 

Anexo  1. Certificado de análisis de Escherichia coli ATCC 25922 .................................. 79 

Anexo  2. Certificado de análisis de Enterobacter aerogenes ATCC 13048 ...................... 81 

Anexo  3. Certificado de Análisis de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 .................. 83 

Anexo  4. Registro de Temperatura de la Refrigeradora con congeladora Ecasa ............... 85 

Anexo  5. Registro de Temperatura de la Incubadora Memmert ........................................ 87 

 



	

	

1	

1 RESUMEN 
El agua es un recurso vital para todos los seres que habitan el planeta, para el ser humano 

el agua de consumo debe ser potable. La verificación de la calidad microbiológica del agua 

se realiza mediante análisis microbiológicos, los cuales pueden ser laboriosos, costosos y 

el volumen de muestra analizado es poco. Las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM son una 

alternativa útil para el trabajo diario en los laboratorios encargados del análisis de agua, 

dichas placas han sido validadas únicamente para su uso en agua embotellada por esta 

razón el presente estudio busca evaluar la productividad y selectividad de las placas 

PetrifilmTM Aqua de 3MTM para recuento de coliformes en agua potable proveniente de la 

EPMAPS. 

El estudio se llevó a cabo mediante la comparación de la técnica de placas PetrifilmTM 

Aqua y el método estandarizado. Con el fin de evaluar la productividad y selectividad las 

muestras fueron inoculadas con una cantidad conocida de microorganismos, aquellos 

utilizados fueron E. coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. 

Adicionalmente se investigó la capacidad de dichas placas para diferenciar entre 

coliformes fecales y totales únicamente variando la temperatura de incubación, para ello se 

utilizó un inóculo con E. coli ATCC 25922 y Enterobacter aerogenes ATCC 13048. 

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante la prueba t de student, en ellos se 

puede apreciar que P. aeruginosa no se desarrolló en ninguno de los dos métodos, lo cual 

demuestra la selectividad de las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM para recuento de 

coliformes, además la comparación estadística de los recuentos obtenidos de E. coli 

demuestran que la diferencia entre ambos métodos no es significativa. En cuanto a la 

capacidad de diferenciar entre coliformes fecales y totales únicamente variando la 

temperatura de incubación se determinó que las placas PetrifilmTM Aqua son comparables 

con el método tradicional al recuperar coliformes termotolerantes, en este caso 

representados por E. coli. Sin embargo, la temperatura afecta el crecimiento del resto de 

coliformes totales, por lo cual se aprecia el crecimiento de colonias que no cumplen con las 

especificaciones en las placas PetrifilmTM Aqua.  

Se puede concluir de este estudio que las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM para recuento 

de coliformes tienen una buena productividad y selectividad al ser utilizadas en la matriz 

agua potable.  
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2 ABSTRACT 
Water is a vital resource for every being that inhabit the planet, for humans drinking water 

must be potable. Verification of microbiological water quality is carried out by 

microbiological analyzes, which can be laborious, expensive and the volume of sample 

analyzed could be little. The 3MTM PetrifilmTM Aqua Coliform Count Plate are an useful 

alternative for the daily work in laboratories in charge of water analyzes. These plates had 

been validated only for use in bottled water and for this reason the present study aims to 

evaluate the productivity and selectivity of 3MTM PetrifilmTM Aqua Coliform Count Plate 

in potable water from EPMAPS. 

This study was executed by comparing the 3MTM PetrifilmTM Aqua plate technique and the 

standardized method. In order to evaluate productivity and selectivity the samples were 

inoculated with a known quantity of microorganisms, the ones use were E. coli ATCC 

25922 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Additionally, it was investigated the 

capacity of these plates to differentiate between fecal and total coliforms by changing the 

incubation temperature, for that, another inoculum were made with E. coli ATCC 25922 

and Enterobacter aerogenes ATCC 13048. 

The results were analyzed by t-student test, in which it can appreciate that P. aeruginosa 

has not develop in either method, which demonstrates the selectivity of 3MTM PetrifilmTM 

Aqua Coliform Count Plates. Also, the statistical comparison of the obtained counts of E. 

coli shows that the difference between both methods is not significant. The ability to 

differentiate between fecal and total coliforms by changing only the incubation 

temperature determined that 3MTM PetrifilmTM Aqua plates are comparable to the 

traditional method recovering thermotolerant coliforms, in this case represented by E. coli. 

However, the temperature affects the growth of the remainder total coliforms, which 

grown as colonies that do not accomplish with the specifications on 3MTM PetrifilmTM 

Aqua plates. 

It can be concluded from this study that 3MTM PetrifilmTM Aqua Coliform Count Plates 

have a good productivity and selectivity used on potable water as matrix. 
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3 INTRODUCCIÓN 

El agua potable es aquella que al ser ingerida durante toda la vida, no representa un riesgo 

considerable para la salud del consumidor, sin importar la edad o vulnerabilidad que este 

presente; además, debe ser sensorial y visualmente aceptable (Casani, Rouhany, & 

Knøchel, 2005; Organización Mundial de la Salud [OMS], 2006; Damikouka, Katsiri, & 

Tzia, 2007). La calidad del agua se puede ver afectada por contaminación química y 

microbiológica, lo cual puede desencadenar en perjuicios a la salud de su consumidor 

(Silva et al., 2010; Alba et al., 2013).  

La principal causa de enfermedades relacionadas con agua es la contaminación 

microbiológica de la misma (Gesche, Vallejos, & Saez, 2003; OMS, 2006). La ingesta de 

agua potable contaminada es una de las principales causas de enfermedades entéricas 

(OMS, 1995 citado por Carrillo & Lozano, 2008). La enfermedad más frecuentemente 

contraída por agua contaminada es la salmonelosis (Moya-Egoavil, Alvarado-Salinas, & 

Vásquez-Valles, 2013). Además de Salmonella sp. existen otras bacterias involucradas en 

epidemias causadas por la contaminación de agua potable como Escherichia coli O157:H7 

(Yu & Bruno, 1996).  

La verificación de la calidad microbiológica del agua se realiza mediante un análisis 

microbiológico in vitro (OMS, 2006), siendo este las técnicas usadas en el laboratorio para 

determinar la presencia/ausencia, cantidad y tipo de microorganismos presentes en una 

muestra de agua (Carrillo & Lozano, 2008). El análisis microbiológico del agua potable es 

necesario para garantizar que del sistema de potabilización de agua se obtenga agua libre 

de microorganismos patógenos (Walter, J., 2003 citado por Carrillo & Lozano, 2008). La 

detección de cada uno de los microorganismos patógenos presentes en el agua resultaría 

muy cara (Kilungo, 2013); por esta razón, la OMS recomienda el uso de microorganismos 

indicadores de contaminación fecal (Bain et al., 2012). El principal grupo de 

microorganismos indicadores de la calidad de agua es el grupo de bacterias coliformes 

totales o fecales (APHA-AWWA-WPCF, 2000 citado por Carrillo & Lozano, 2008) 

debido a su fácil detección. La identificación de bacterias coliformes en una muestra de 

agua potable sugiere falencias en el proceso de potabilización de esta, e indica 

contaminación de distintos orígenes como fecal o de suelos (Organización Panamericana 

de la Salud [OPS], 1987).  
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El análisis microbiológico del agua debe ser realizado antes y después de ser tratada, y a 

aquella que es almacenada para su distribución. Los análisis del agua potable pueden ser 

realizados con mayor frecuencia si el método utilizado es sencillo de esta manera existe 

mayor probabilidad de detectar la contaminación (OMS, 2006).  

Los métodos utilizados en los análisis microbiológicos del agua deben ser estandarizados 

con el fin de obtener resultados uniformes entre laboratorios (Bridgewater, Rice, Baird, 

Eaton, & Clesceri, 2012). Las técnicas que se utilizan con mayor frecuencia son aquellas 

basadas en el cultivo bacteriano como filtración de membrana y el número más probable 

(Walter, J., 2003 citado por Carrillo & Lozano, 2008; Kilungo, 2013). Sin embargo, los 

métodos utilizados para los análisis microbiológicos de agua suelen ser laboriosos, 

costosos y el volumen de agua analizada es poco (Kilungo, 2013). Por esta razón, las 

placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM se presentan como una alternativa útil para el trabajo 

diario en los laboratorios encargados de los análisis de agua (3M Food Safety, 2011a).  

Las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM han sido desarrolladas para realizar análisis 

microbiológicos de agua (3M Food Safety, 2011a); sin embargo, este método no está 

estandarizado, por lo que debe ser validado para los diferentes tipos de agua como el agua 

potable (Bridgewater et al., 2012) debido a que estas placas han sido aprobadas únicamente 

para su uso en agua embotellada (3M Food Safety, 2011a). La validación de un método no 

estandarizado se realiza con el objetivo de garantizar la obtención de resultados fiables. Al 

ser un método cuantitativo se debe determinar el rendimiento del método por medio de 

características como precisión, repetitividad, reproducibilidad, sensibilidad, límite de 

detección, límite de contaje superior y rango (Bridgewater et al., 2012). Por este motivo, el 

presente trabajo pretende responder la siguiente pregunta: ¿Qué productividad y 

selectividad presentan las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM en agua potable proveniente 

de la Empresa Pública Metropolitana de Agua Potable y Saneamiento (EPMAPS)? 

Las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM son una herramienta desarrollada para facilitar el 

análisis microbiológico de agua (3M Food Safety, 2011a).  

El presente estudio busca probar la efectividad de las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM en 

agua potable proveniente de los sistemas de distribución de la EPMAPS, con el fin de 

comprobar su uso en este tipo de agua y de esta manera aprovechar las ventajas brindadas 

por las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM en el trabajo diario del laboratorio. 
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Actualmente existen cuatro tipos de placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM, las cuales permiten 

el recuento de microorganismos heterótrofos, coliformes, enterobacterias, y mohos y 

levaduras. La especificidad de estas placas para cada grupo de microorganismo se da 

gracias a los nutrientes y compuestos que contiene cada tipo de placa, los cuales son 

equivalentes a los medios de cultivo utilizados por los métodos tradicionales (Rios & 

Riquez, 2007; 3M Food Safety, 2011a; 3M Food Safety, 2011b). Las placas PetrifilmTM de 

3MTM presentan algunas ventajas frente al método tradicional. Una de ellas es el desarrollo 

de los análisis de agua con mayor rapidez ya que se encuentran listas para su uso, además 

de evitar errores durante la preparación del medio de cultivo. Otras ventajas son la 

reducción de desechos producidos en el laboratorio y la disminución del espacio utilizado, 

dado que las placas son compactas (3M Food Safety, 2011a). 

El cloro es generalmente utilizado para el tratamiento del agua, para evitar la 

contaminación con microorganismos debido a que este presenta ventajas frente a otros 

desinfectantes. El cloro además de eliminar los microorganismos presentes permanece 

como remanente en el agua lo que ayuda a prevenir contaminaciones posteriores (Gesche 

et al., 2003; Carrillo & Lozano, 2008). 

Los resultados de los análisis microbiológicos del agua potable pueden verse afectados por 

la presencia de cloro residual (Moya-Egoavil et al., 2013), que es la cantidad de cloro que 

permanece en el agua potable después de un tiempo de contacto definido (Ministerio de la 

Protección Social y de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, 2007), por ello se debe 

utilizar un agente declorinador antes de procesar las muestras de agua potable. 

Comúnmente se utiliza tiosulfato de sodio para este fin, debido a su capacidad de 

neutralizar el cloro y mantener la cantidad bacteriana durante el transporte de las muestras 

(Bridgewater et al., 2012).  

El uso conjunto de tiosulfato de sodio en las placas PetrifilmTM puede dar como resultado 

la inhibición del crecimiento bacteriano (3M, 2004; 3M, 2008; 3M, s.f.a), debido a esto la 

neutralización del cloro residual de las muestras empleadas en las placas PetrifilmTM se 

realizará con caldo Letheen (3M, s.f.b). 

El presente estudio pretende probar la hipótesis de que las placas PetrifilmTM Aqua de 

3MTM tienen buena productividad y selectividad al ser empleadas en muestras de agua 

potable. 
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3.1 OBJETIVOS 

3.1.1 OBJETIVO GENERAL  

• Evaluar la productividad y selectividad de las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM 

para recuento de coliformes en agua potable proveniente de la EPMAPS. 

 

3.1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

• Comprobar la capacidad de detección que poseen las placas PetrifilmTM Aqua en 

muestras de agua potable. 

• Cuantificar la cantidad de bacterias coliformes y no coliformes recuperadas en el 

método convencional y el método que utiliza las placas PetrifilmTM Aqua de una 

muestra que contienen un inóculo bacteriano conocido. 

• Comparar los resultados obtenidos con el método convencional y con el método 

que utiliza placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM para recuento de coliformes. 
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4 MARCO TEÓRICO 

4.1 AGUA POTABLE 

El agua es un recurso vital para todos los seres que habitan el planeta; en particular, para 

los seres humanos este elemento debe ser inocuo y accesible (OMS, 2006; República del 

Ecuador Asamblea Nacional, 2014). El agua destinada al consumo humano es conocida 

como agua potable. El agua potable o agua de consumo inocua es aquella que, sin importar 

la vulnerabilidad que presente el consumidor, no causará daño importante a la salud de 

este; además de ser incolora, presentar olor y sabor agradable (OMS, 2006; Administración 

Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica [ANMAT], 2012). El 

tratamiento que recibe este tipo de agua garantiza que su consumo sea seguro (Instituto 

Ecuatoriano de Normalización [INEN], 2014). Para ello debe cumplir con características 

físicas, químicas y microbiológicas las cuales garanticen que su ingesta sea segura para la 

salud de sus consumidores (OMS, 2006; Carrillo & Lozano, 2008). Por lo tanto no debe 

presentar elementos de procedencia orgánica, inorgánica, biológica o radioactiva, su pH 

debe ser entre 6,5 y 8,5.  

El agua potable puede ser empleada en múltiples labores domésticas, de higiene personal, 

limpieza y para la preparación de alimentos por lo cual es importante conocer que esta no 

es estéril; sin embargo, se debe certificar que se encuentra libre de microorganismos 

patógenos e indicadores de contaminación fecal (OPS, 1988; United States Enviromental 

Protection Agency [EPA], 2002; Presidencia de la República, s.f.). Para impedir que los 

suministros de agua se contaminen con patógenos se debe usar varias barreras (National 

Healt and Medical Research Council & National Resourse Management Ministerial 

Council [NHMRC & NRNNC], 2011). Es así que en una muestra de agua de 100 mL el 

recuento de bacterias coliformes debe ser de 0 Unidades Formadoras de Colonias (UFC) 

(Ministerio de la Protección Social y de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, 

2007; INEN, 2014) y no debe encontrarse bacterias como Escherichia coli y Pseudomonas 

aeruginosa (Ministerio de la Protección Social y de Ambiente, Vivienda y Desarrollo 

Territorial, 2007; ANMAT, 2012). Asimismo se debe adjuntar el recuento de bacterias 

mesófilas el cual no debe superar 100 UFC/mL (Ministerio de la Protección Social y de 

Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, 2007).  
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4.1.1  HISTORIA DEL AGUA POTABLE 

En un principio la calidad del agua se fundamentaba únicamente en aspectos 

organolépticos como su color, sabor u olor por lo que el mejoramiento de la calidad del 

agua se basaba en esto (EPA, 2000).  

Existen registros del mejoramiento de la calidad de agua que datan desde 4000 a.C., 

inicialmente el tratamiento del agua se fundamentaba en disminuir su turbidez; 

tratamientos como hervir el agua, exponerla al sol o filtrarla a través de carbón fueron 

descritos en escritos sanscritos y griegos. Por otro lado, los Egipcios en 1500 a.C. usaban 

químicos para que las partículas salieran fuera del agua. En 1700 la filtración fue 

establecida como un método efectivo para clarificar el agua (EPA, 2000; Salzman, 2005; 

Condorchem Envitech, 2015).  

En 1685 el primer filtro múltiple fue desarrollado, este poseía una unidad de sedimentación 

y un filtro de arena. Posteriormente en 1750 se comenzó a utilizar filtros de algodón, fibras 

de esponja y carbón en las casas (Lenntech BV, s.f.). 

Durante 1800 la frecuencia de la utilización de la filtración lenta con arena aumentó en 

Europa, existió una mejor comprensión de los contaminantes no visibles para el ojo 

humano presentes en el agua y se probó que el cólera era una enfermedad transmitida por 

agua.  

Durante los siglos XIX y XX se descubrió que la turbidez podría involucrar problemas con 

patógenos y con materia fecal por lo que el tratamiento del agua se basó en reducir dicha 

turbidez. El método de filtración lenta fue popularizándose cada vez más, sin embargo al 

no ser suficiente se comenzó a utilizar métodos de desinfección como la cloración y el 

ozono (EPA, 2000).  

En 1914 el Servicio de Salud Pública de los Estados Unidos estableció estándares para la 

calidad bacteriológica del agua, con el transcurso de los años incrementaron los parámetros 

de la calidad del agua y las regulaciones fueron cada vez más estrictas.  

Durante los últimos años de la década de los 60 existieron avances en la producción de los 

químicos útiles para la agricultura y el área industrial, estos se convirtieron en 

contaminantes en el agua. Los métodos utilizados para el tratamiento del agua tales como 

adsorción con carbón activado granular, floculación y aeración resultaban poco efectivos 

para remover algunos de dichos químicos (EPA, 2000). 
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Encuestas realizadas a partir de 1960 revelaron que menos de la mitad de las plantas de 

tratamiento de Estados Unidos cumplían con los estándares establecidos, por esta razón 

nuevas leyes fueron propuestas en 1973. En los siguientes años nuevas leyes fueron 

aprobadas, lo que llevó a un incremento en la cantidad de sistemas de agua que aplicaban 

algún tipo de tratamiento. 

La extensión de la población llevó al aumento de los sistemas de distribución de agua por 

lo que existe la necesidad de realizar una desinfección adicional para asegurar la calidad 

del agua que llega a su destino.  

Las técnicas que permanecen eficaces hoy en día son la filtración y la cloración, sin 

embargo, el descubrimiento de patógenos resistentes al cloro y la presencia de químicos en 

las fuentes de agua potable han fomentado que algunos avances sean realizados en cuanto 

a desinfección, como la utilización de ozono, y mejoras en el desarrollo de la membrana de 

filtración (EPA, 2000).  

 

4.1.1.1 Historia de la potabilización del agua en Quito 

El agua es un recurso vital para todos los seres humanos, por ello los asentamientos 

siempre se han situado cerca de esta. La zona en la que se ubicó la ciudad de Quito 

presentaba una variada geografía con deshielos, ríos, lagunas, quebradas y abundantes 

lluvias lo cual fue suficiente para abastecer a la ciudad de agua. El paso de los años, la 

construcción de puentes, alcantarillas, canales y relleno de las quebradas según las 

necesidades de la ciudad, transformaron dicha geografía, convirtiéndose así en un lugar 

completamente diferente al de sus inicios (Benítez et al., 2014).  

La principal fuente de abastecimiento de agua fue el volcán Pichincha desde el 

establecimiento de Quito, las diversas exigencias de la ciudad creciente provocaron que en 

1535 se establecieran normas regulatorias con respecto al manejo del agua proveniente del 

Pichincha y lagunas aledañas. En el año 1887 se construye una nueva acequia con la 

finalidad de llevar el agua de El Atacaso hacia las fuentes de agua pública de donde los 

aguateros podían transportarla (EPMAPS Agua de Quito, s.f.; Benítez et al., 2014). 

A partir del siglo XX el municipio de Quito, quien era el encargado del manejo del agua, 

implementa proyectos para cumplir con la necesidad de canalizar la ciudad y establecer un 

sistema de potabilización de agua con el objetivo de mejorar la calidad sanitaria de la 
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misma, esto se llevó a cabo con asesoría extranjera	(Benítez et al., 2014). En el año 1904 

se firma un contrato con la finalidad de iniciar los estudios para realizar los planos de 

dicho proyecto, de esta manera se realiza la revisión de las fuentes de agua de Quito 

(EPMAPS Agua de Quito, s.f.; Benítez et al., 2014). Las fuentes de agua en Quito son 

divididas en altas y bajas dependiendo del tipo de vertiente. Las vertientes altas serán las 

más frecuentemente escogidas, ya que estas son económicamente más viables debido a que 

no necesitan ser elevadas mecánicamente.  

En 1906 se crea la Junta de Agua Potable y Canalización, la cual se encarga del manejo del 

agua y de las obras asociadas a esta. Desde 1905 se desarrollan proyectos para proveer de 

agua a la ciudad, dichos proyectos se ven retrasados por motivos tanto económicos como 

políticos, finalmente en 1908 se firma el contrato para la construcción de la primera planta 

de tratamiento. La construcción de dicha planta culminó dos años más tarde y su correcto 

funcionamiento tardó aún más (Benítez et al., 2014). Para el año 1913 Quito cuenta con su 

primera planta de tratamiento conocida como “El Placer”. En 1915 se instauró el cobro del 

agua, ahora potable, y el uso de medidores en las casas que recibían agua canalizada.  

Entre los años 1925 y 1940, la necesidad de mejorar los hábitos higiénicos de la población 

llevó a la creación de baños, lavanderías y duchas públicas, lo que provocó que la demanda 

del agua incrementara, además existió un notable aumento de la población durante estos 

años (EPMAPS Agua de Quito, s.f.; Benítez et al., 2014). El manejo del agua pasó al 

Departamento de Obras Públicas Municipales en 1940, en años posteriores se encargó la 

Dirección de Agua Potable.  

El crecimiento poblacional provocó la expansión de la ciudad, la cual inició hacia el norte 

a partir de 1940, continuó al sur y desde 1970 hacia los valles. Esto ocasionó que entre los 

años 1975 y 1978 el suministro del agua potable no llegara a algunos sectores, además de 

no ser suficiente para abastecer a toda la ciudad. En 1960 se crea la Empresa Municipal de 

Agua Potable de Quito (EMAP-Q) la cual se encarga de administrar el servicio de agua 

potable, de su mantenimiento, de asegurar su inocuidad, de investigar las fuentes de agua y 

realizar las ampliaciones necesarias para abastecer a la ciudad.  

En 1966 se crea la Empresa Municipal de Alcantarillado de Quito, la cual a fines de 1993 

se fusiona con EMAP-Q, esta unión fue necesaria debido a dificultades económicas para 

realizar obras de alcantarillado grandes. En el año 2009 la empresa incrementa sus 

responsabilidades encargándose del tratamiento y descontaminación de las aguas 

residuales por lo cual su nombre cambia a Empresa Pública Metropolitana de Agua Potable 
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y Saneamiento (Benítez et al., 2014).  

 

4.1.2 POTABILIZACIÓN DEL AGUA  

La potabilización del agua es un procedimiento mediante el cual el agua cruda, agua de 

origen natural que no ha sido tratada (INEN, 2014), es procesada para que sea adecuada 

para el consumo humano (Ministerio de la Protección Social y de Ambiente, Vivienda y 

Desarrollo Territorial, 2007). El agua cruda puede tener diversos orígenes tales como 

deshielo de las cordilleras, subterránea, lagos, ríos, riachuelos y lluvia (Benítez et al., 2014; 

EPA, 2012). Dependiendo de la calidad del agua su tratamiento puede ser distinto (Willey, 

Sherwood, & Woolverton, 2008; EPA, 2012). Habitualmente este proceso se realiza 

mediante los siguientes pasos: coagulación, floculación, sedimentación, filtración y 

desinfección (Presidencia de la República, s.f.).  

 

4.1.2.1 Coagulación, Floculación y Sedimentación 

El proceso de coagulación, floculación y sedimentación se refiere a la adición de químicos, 

los cuales forman flóculos que se adhieren las partículas del agua causando que estas se 

sedimenten	(LeChevallier & Kwok-Keung, 2004; EPA, 2012). Estos químicos se conocen 

como coagulantes, los usados con mayor frecuencia son sulfato de aluminio, sulfato 

férrico, cloruro de aluminio y cloruro de polialuminio. Existen compuestos denominados 

ayudantes de coagulación que actúan con las sales de hierro y de aluminio para mejorar el 

proceso de coagulación (Stanfield, Lechevallier, & Snozzi, 2003).  

 

4.1.2.1.1 Coagulación 

La adición de los coagulantes al agua produce precipitados de hidróxido los cuales son 

conocidos como flóculos, éstos tienen la característica de ser porosos por lo que las 

partículas del agua y algunos microorganismos son atrapados allí (Stanfield et al., 2003; 

LeChevallier & Kwok-Keung, 2004). 
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4.1.2.1.2 Floculación 

La floculación es el proceso por el cual se produce la interacción entre las partículas del 

agua y los flóculos formados por los coagulantes añadidos al agua (LeChevallier & Kwok-

Keung, 2004). 

 

4.1.2.1.3 Sedimentación 

La unión de las partículas del agua con los flóculos crea partículas más grandes y pesadas, 

lo que provoca que se hundan (LeChevallier & Kwok-Keung, 2004). En el caso que los 

flóculos formados sean muy livianos pueden ser removidos por flotación por aire en el cual 

las partículas suben a la superficie y son removidas de allí o mediante filtración (Stanfield 

et al., 2003). 

Para facilitar este proceso se utilizan mecanismos en los que las partículas se unen a un 

soporte del cual serán removidas posteriormente (Pozo, 2012). Terminado este proceso la 

cantidad de bacterias removidas será del 40 al 99% (Stanfield et al., 2003). 

 

4.1.2.2 Filtración 

La filtración se utiliza para eliminar partículas más pequeñas del agua (EPA, 2012). Es una 

barrera física que retiene a varios patógenos (Stanfield et al., 2003), y sustancias orgánicas 

e inorgánicas presentes en el agua (Madigan, Martinko, & Parker, 2004). Mediante este 

proceso el agua es clarificada (EPA, 1999). 

 

4.1.2.2.1 Filtración granular de alta velocidad  

La filtración granular de alta velocidad se refiere al paso del agua por un lecho 

empaquetado de materiales granulares, éste puede ser de uno, dos o tres materiales. Los 

materiales granulares usados son arena de sílice, carbón de antracita, granate (LeChevallier 

& Kwok-Keung, 2004), arena y carbón activado granular (Stanfield et al., 2003; 

LeChevallier & Kwok-Keung, 2004). Convencionalmente, el agua debe pasar por filtros de 

arena, grava y carbón (EPA, 2012).  
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4.1.2.3 Desinfección 

La desinfección se realiza para eliminar algunos microorganismos que se pueden encontrar 

en el agua, para ello se le añade una pequeña cantidad de cloro u otros agentes (EPA, 

2012). La desinfección puede ser realizada mediante la utilización de ozono, luz 

ultravioleta u otros desinfectantes (LeChevallier & Kwok-Keung, 2004) siendo el método 

más frecuente es la cloración. El cloro además de eliminar la mayoría de patógenos 

neutraliza compuestos orgánicos, al hacerlo el cloro se consume (Madigan et al., 2004), es 

por ello que la cantidad de cloro empleada debe ser suficiente para que permanezca en el 

agua un remanente de 0,2 a 2 mg/L, esto se conoce como cloro residual libre (Willey et al., 

2008). 

 

4.1.2.3.1 Cloro residual 

Cloro residual es el remanente de cloro presente en el agua después de realizar el proceso 

de desinfección. Durante el proceso de desinfección del agua se añade una cantidad de 

cloro suficiente para que este reaccione con las partículas aún presentes en el agua y 

permanezca un exceso de cloro (Agbar agua, 2014).  

Existen dos tipos de cloro residual, cloro residual libre y cloro residual compuesto. La 

presencia de cloro residual libre en un cuerpo de agua clorado garantiza su correcta 

desinfección (Fernández-Crehuet, Moreno, & Pérez, 2001). 

La determinación del cloro residual se puede realizar mediante O-tolidina o mediante 

dietil-p-fenilen diamina (DPD o DFD). La O-tolidina presenta una reacción rápida con el 

cloro residual libre y reacciona solamente después de 5 segundos con el cloro residual 

compuesto, lo cual no permite la diferenciación entre ellos, ya que hace imposible 

comparar con una escala de color; de esta manera se pueden cometer errores tales como 

confundir entre los dos tipos de cloro residual y decir que un cuerpo de agua se encuentra 

correctamente clorado (Fernández-Crehuet et al., 2001).  

La técnica recomendada para la determinación de cloro libre residual es utilizando DPD, 

ya que permite establecer la cantidad exacta de cloro libre residual presente en el agua. El 

DPD a pH 6,2 – 6,5 da una coloración roja, la cual equivale a la concentración de cloro 

libre residual que puede valorarse volumétricamente con una solución de sulfato ferroso 

amoniacal o semi-cuantitativamente por comparación con una escala de color. También 

permite la determinación de ambos tipos de cloro residual, esto mediante la adición de 
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ioduro potásico en exceso con el objetivo de liberar el cloro residual combinado y así 

medirlo de la misma manera que al cloro residual libre (Fernández-Crehuet et al., 2001; 

Suárez, Hernández, & López, 2013). Ya que esta técnica se basa en cambios de coloración 

los principales interferentes son el color, turbidez y la presencia de materia orgánica en la 

muestra de agua, otros interferentes pueden ser manganeso oxidado, cobre y halógenos 

libres  (Fernández-Crehuet et al., 2001; Aguirre, González, & Guerrero, 2015). 

 

4.2 CALIDAD MICROBIOLÓGICA DEL AGUA 

La calidad del agua puede verse afectada por diversos factores entre los cuales están 

incluidos factores químicos, físicos y microbiológicos. Los factores microbiológicos son 

de especial importancia ya que estos pueden conllevar a la transmisión de enfermedades, 

es por ello que se requiere la verificación microbiológica del agua para lo cual se realizan 

análisis de esta, generalmente mediante el uso de microorganismos indicadores de 

contaminación fecal (OMS, 2006).  

 

4.2.1 MICROORGANISMOS INDICADORES 

Los microorganismos indicadores son aquellos que pueden ser utilizados para evaluar la 

calidad microbiológica del agua debido que estos son más resistentes a la muerte que los 

microorganismos causantes de enfermedades (Willey et al., 2008). Además poseen un 

comportamiento similar al de los patógenos frente a factores ambientales y en cuanto a 

cuantía (Arcos, Ávila, Estupiñán, & Gómez, 2005). Los microorganismos indicadores son 

organismos o grupos de organismos utilizados como un índice de una posible 

contaminación por patógenos humanos (Willey et al., 2008; Universidad Nacional 

Autónoma de México, 2012). 

El uso de microorganismos indicadores de manera rutinaria en los laboratorios se debe a 

que la detección de cada uno de los posibles patógenos presentes en las  muestras resultaría 

muy costoso, laborioso y/o lento (Arcos et al., 2005; Universidad Nacional Autónoma de 

México, 2012). Además la detección de un microorganismo patógeno puede verse afectada 

por diversos motivos, tales como factores climáticos o el escaso número del patógeno 

presente en la muestra (Analiza Calidad, 2005; Universidad Nacional Autónoma de 

México, 2012).  

El microorganismo indicador ideal debería cumplir con los siguientes criterios: debe ser 
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adecuado para el análisis de todos los tipos de agua, debe estar presente siempre que los 

patógenos entéricos estén presentes, debe ser capaz de sobrevivir más que el patógeno 

entérico más resistente, no debe reproducirse en el agua contaminada y producir un valor 

aumentado; el método utilizado debe ser específico para el microorganismo buscado y 

altamente sensible para detectar valores bajos del microorganismo indicador, además dicho 

método debe ser fácil de realizar, el microorganismo indicador debe ser inofensivo para los 

humanos, la cantidad del microorganismo indicador en el agua debe tener relación directa 

con el grado de contaminación fecal (Willey et al., 2008).  

 

4.2.1.1 COLIFORMES TOTALES 

Los coliformes son un grupo de bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae 

(Bridgewater et al., 2012), que pueden encontrarse tanto en ambientes terrestres y 

acuáticos, como en materia fecal debido a que son heterótrofos (World Health 

Organization [WHO], 2011). Este grupo comparte ciertas características como ser aerobios 

o anaerobios facultativos, Gram negativos, de forma bacilar, no forman esporas, oxidasa 

negativa y fermentan lactosa con la formación de gas y ácido en 24-48 horas a 35ºC 

(Ashbolt, Grabow, & Snozzi, 2001; Bridgewater et al., 2012; Quintos-Escalante, Méndez, 

& Herrera, 2012), además son capaces de crecer en cantidades altas de sales biliares. Estas 

bacterias son capaces de fermentar lactosa gracias a la producción de una enzima conocida 

como ß-galactosidasa (OMS, 2006).  

Los géneros bacterianos que convencionalmente pertenecen a este grupo son Escherichia, 

Citrobacter, Klebsiella y Enterobacter (WHO, 2011).  

Los coliformes totales pueden ser empleados como microorganismos indicadores, su 

presencia demuestra falencias en los procesos de limpieza y desinfección de equipos, 

procesos de producción; además de revelar la posible presencia de biofilms o 

contaminación de fuentes externas (OMS, 2006; Quintos-Escalante et al., 2012). Su uso 

como indicadores se debe a que se comportan de manera similar a los patógenos en los 

sistemas de desinfección además de permanecer más tiempo que estos en el agua (Arcos et 

al., 2005).  

 

4.2.1.1.1 Coliformes Fecales o Termotolerantes 

Los coliformes fecales son un subgrupo de los coliformes totales que se caracteriza por 
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fermentar lactosa a temperaturas de 44-45ºC (Ashbolt et al., 2001; OMS, 2006; Willey et 

al., 2008). Este grupo de bacterias son excretadas en las heces de humanos y animales de 

sangre caliente (Willey et al., 2008). Las especies incluidas en este grupo pueden 

encontrase en cualquiera de los 4 géneros de coliformes totales, pero el género de mayor 

importancia es Escherichia; específicamente, la especie E. coli. La detección de coliformes 

fecales indica una contaminación  reciente de materia fecal (OMS, 2006). 

 

4.3 ANÁLISIS MICROBIOLÓGICO DEL AGUA 

El análisis microbiológico del agua es el conjunto de técnicas empleadas en el laboratorio 

para determinar la presencia/ausencia, cantidad y tipo de microorganismos presentes en 

una muestra (Ministerio de la Protección Social y de Ambiente, Vivienda y Desarrollo 

Territorial, 2007). Debido a que la cantidad de microorganismos que pueden estar en una 

muestra es muy grande se utilizan microorganismos indicadores donde el principal grupo 

son los coliformes totales y fecales. Las técnicas utilizadas para la identificación de este 

grupo de microorganismos son número más probable (NMP), filtración por membrana, 

técnicas de presencia/ausencia, la prueba del sustrato definido Colilert y diversas técnicas 

moleculares (Willey et al., 2008). 

 

4.3.1 TÉCNICA DE FILTRACIÓN POR MEMBRANA 

La técnica de filtración por membrana se ha convertido en la técnica utilizada con mayor 

frecuencia para evaluar la calidad microbiológica del agua (Willey et al., 2008). Esta 

técnica consiste en hacer pasar una cantidad determinada de agua por una membrana en 

cuya superficie quedan atrapadas las bacterias, posteriormente esta membrana es 

transferida a un medio que permita el desarrollo de las bacterias (Instituto de Hidrología, 

Meteorología y Estudios Ambientales, 2007; Willey et al., 2008).  

Esta técnica tiene varias ventajas entre las cuales se puede destacar que es reproducible, 

permite la evaluación de grandes cantidades de agua, los resultados pueden ser obtenidos 

en un solo paso, puede utilizar diferentes medios lo que permite evaluar diversos tipos 

bacterianos y el costo es menor que al realizar la técnica de número más probable (NMP). 

Por otro lado se pueden encontrar algunas desventajas como que el volumen de la muestra 

puede ser limitado por la turbidez de la misma, si la cantidad de bacterias presentes en la 

muestra es muy grande existirá sobre crecimiento impidiendo así el recuento de las 
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bacterias, además, metales y fenoles pueden ser absorbidos por el filtro causando la 

inhibición del crecimiento bacteriano (Willey et al., 2008). La principal desventaja 

encontrada al evaluar bacterias del grupo coliformes, es que esta técnica no evidencia la 

producción de gas al fermentar la lactosa (Ashbolt et al., 2001). 

 

4.4 MEDIO DE CULTIVO M-COLIBLUE24 

El medio m-Coliblue24 ha sido aprobado por EPA para su uso en el análisis de diversos 

tipos de agua tales como potable, embotellada, subterránea, recreacional, agua 

ultrapurificada y agua residual. Este medio se caracteriza por ser un medio nutritivo, 

utilizado en el método de filtración por membrana, que permite la detección simultánea de 

bacterias coliformes totales y E. coli en 24 horas. Las bacterias coliformes son de color 

azul y rojo, mientras que las colonias azules son específicas para E. coli (HACH, 2001; 

HACH, 2003). Esto se debe a un indicador enzimático presente en el medio.  

La composición del medio permite el crecimiento de las bacterias estresadas y dañadas, de 

la misma manera que inhibe el crecimiento de bacterias no coliformes (HACH, 2001), para 

lo cual no contiene deoxicolato o ácidos biliares en su composición (Andrade & 

Benavides, 2010). 

 

4.5 PLACAS  PETRIFILMTM AQUA DE 3MTM PARA RECUENTO DE 

COLIFORMES  

Las placas 3MTM PetrifilmTM Aqua representan un nuevo método para el análisis de agua 

embotellada. Presentan algunas ventajas frente a los métodos tradicionales debido a su 

disminución de tiempo, espacio y desechos. Éstas se encuentran listas para su uso evitando 

invertir tiempo en la preparación del medio de cultivo y deshaciéndose de la variabilidad 

causada por las personas que elaboran los medios de cultivo. Además su vida útil es más 

larga y evitan el paso de confirmación en bacterias coliformes ya que la producción de gas 

de estas se evidencia en la película superior de las placas PetrifilmTM (3M Food Safety, 

2011a). 
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4.5.1 Composición de las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM para recuento de 

coliformes 

Las placas PetrifilmTM Aqua contienen el medio de cultivo deshidratado (3M Food Safety, 

2011c) que en este caso es Violeta Cristal Rojo Neutro Bilis (VRB), un agente gelificante 

soluble en agua fría, y tetrazolio que es el indicador que permite el fácil recuento de las 

colonias	(3M Food Safety, 2011d; 3M, 2012).  

 

4.5.2 Modo de Empleo de las Placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM para recuento de 

coliformes 

El uso de las Placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM para recuento de coliformes requiere de un 

tratamiento previo conocido como prehidratación, para ello se debe posicionar la placa 

sobre una superficie plana, levantar la película superior y con una pipeta ubicada 

perpendicularmente colocar 1mL del diluyente estéril (3M Food Safety, 2011d; 3M, 2012), 

este puede ser agua destilada o desionizada (3M, 2012), bajar delicadamente la película 

para evitar el ingreso de aire, colocar el esparcidor sobre la placa con la cara plana hacia 

arriba y presionar. Esperar 1 hora mínimo antes de usar.  

La muestra debe ser filtrada a través de una membrana de éster celulosa de 47mm con 

poros de 0,45µm, posteriormente se levanta la película superior de la placa y se coloca el 

filtro en el lugar donde la placa está hidratada, bajar cuidadosamente la película y presionar 

delicadamente.  

La incubación se realiza a 35 o 36 ºC ± 1ºC por 24 ± 2 horas. Las placas deben estar 

ubicadas de manera horizontal (3M Food Safety, 2011d).  

 

4.5.3 Interpretación de las Placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM para recuento de 

coliformes 

Se deben enumerar las colonias de color rojo que se encuentren asociadas a burbujas de 

gas. La producción de ácido se puede apreciar por un halo color rosa tenue asociado a las 

colonias. Aquellas colonias que no se encuentren asociadas a burbujas de gas pueden ser 

colonias de coliformes por lo que se recomienda realizar la confirmación de estas (3M 

Food Safety, 2011d).  
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5 MATERIALES Y MÉTODOS 

La presente investigación es de tipo descriptiva experimental, la cual fue realizada en el 

laboratorio de tesistas de la Carrera de Microbiología de la Escuela de Ciencias Biológicas 

de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Pontificia Universidad Católica del 

Ecuador.  

La empresa 3M-Ecuador, representada por el Ing. Víctor Campos, gerente de consultoría 

técnica, proporcionó las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM para recuento de coliformes, las 

membranas de éster celulosa de 47 mm con poros de 0,45 µm y el caldo Letheen.  

 

5.1 MATERIALES Y EQUIPOS 

5.1.1 MATERIALES DE LA FASE DE MUESTREO 

• Envases plásticos estériles aptos para el muestreo con capacidad de 120 mL 

• Caldo Letheen  

• Tiosulfato de sodio al 3% 

• Marcador permanente 

• Porta muestras (Cooler) 

• Pilas de refrigerante 

• Mandil 

• Guantes  

• Zapatones 

• Mascarilla 

• Gorro 

 

5.1.2 MATERIALES DE LA FASE DE LABORATORIO 

• Mandil 

• Guantes 

• Zapatones 

• Mascarilla 

• Gorro 

• Marcador Permanente 
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• Pipetas serológicas de 1 mL 

• Pipetas serológicas de 10 mL 

• Pipeta automática de 100 a 1000 µl Droptek, Serie Nº DR44450 

• Puntas desechables azules  

• Probetas graduadas  

• Tubos de vidrio con tapa rosca de 10 mL 

• Tubos de vidrio con tapa rosca de 5 mL  

• Frasco con tapa de 500 mL 

• Gradillas 

• Placas Petri  

• Almohadillas absorbentes 

• Membrana estériles  

• Pinzas 

• Medio de cultivo m-ColiBlue24 

• Placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM para recuento de coliformes  

• Medio TSA (Agar Tripticasa Soya) 

• Caldo BHI (Brain and Heart Infusion) 

• Peptona 

• Agua estéril 

• Asas bacteriológicas desechables de 100 y 10 µL 

• Esparcidor para las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM 

• Tubos Eppendorf 

• Hisopos de madera 

• Glicerol 

• Cubetas para lectura en el espectofotómetro 

• Cinta indicadora de esterilización 

• Termómetro  

• Olla Pequeña 

• Cuaderno 

• Esferográfico 

• Cepas de referencia 

o Escherichia coli ATCC 25922  
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o Enterobacter aerogenes ATCC 13048  

o Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 

5.1.3 EQUIPOS 

• Balanza ADAM  

• Autoclave Market Forge Eq-DIS-16 

• Incubadora Memmert 

• Incubadora Memmert Eq-DIS-47 

• Mechero de Bunsen FISHER 

• Espectofotómetro PerkinElmer Eq-DIS-94 

• Refrigeradora con congeladora Ecasa 

• Contador de colonias microbiológicas TODAY’S galaxy 230 Eq-DIS-50 

• Sistema de Filtración de Membranas Pall Eq-DIS-58 

o Bomba  

o Portafiltros completo (Embudo, base, pinza o elemento de unión) 

o Unidades de Filtración estériles  

 

5.2 MÉTODOS 

5.2.1 RECOLECCIÓN DE MUESTRAS 

La recolección de las muestras fue de tipo intencional dado que se tomó treinta muestras 

únicamente de agua potable en horas de la mañana provenientes de un punto de tres 

sistemas de distribución de la EPMAPS ubicadas al Norte, Sur y Valles de la ciudad de 

Quito. Los sistemas de distribución fueron escogidos en consenso con el representante de 

la empresa 3M-Ecuador por la cercanía al sitio de análisis. Estos sistemas fueron la planta 

de tratamiento Bellavista (Figura 1), El Placer (Figura 2) y Puengasí (Figura 3), de las 

cuales en cada planta se tomó diez muestras de un solo punto en días diferentes.  
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Figura 1. Recolección de muestras en la planta de tratamiento Bellavista. 

 

	

Figura 2. Recolección de muestras en la planta de tratamiento El Placer. 
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Figura 3. Recolección de muestras en la planta de tratamiento Puengasí. 

 

La recolección de las muestras se la realizó siguiendo el procedimiento recomendado por 

Bridgewater et al. (2012) y por la norma NTE INEN 1105 (2012). Para lo cual se empleó 

envases plásticos, limpios y estériles con una solución de tiosulfato de sodio al 3%, para el 

método convencional. El método convencional o tradicional se refiere al método descrito 

en Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater para el análisis de 

agua potable (Filtración por membrana), utilizando el medio de cultivo m-ColiBlue24. 

Mientras que las muestras que se emplearon para el análisis mediante las placas 

PetrifilmTM Aqua de 3MTM para recuento de coliformes fueron tomadas en envases 

plásticos, limpios y estériles con 1 mL de caldo Letheen. Todas las muestras fueron 

identificadas con datos correspondientes a la empresa y muestra tales como nombre del 

sistema o sitio, tipo de muestra, punto de recogida, profundidad de muestreo, fecha, hora, 

nombre de la persona que muestreó, análisis realizado (recuento de coliformes), cloro 

residual, agentes reductores. 

Debido a que el agua proviene de una tubería se dejó correr durante 2 o 3 minutos antes de 

su recolección (INEN, 2012). Para el estudio se tomó 100 mL de agua potable en un 

envase con capacidad de 120 mL de acuerdo a las recomendaciones de Bridgewater et al. 

(2012) que sugiere que la cantidad de agua potable para filtración por membrana debe ser 

de 100 a 1000 mL; además, el envase no debe ser llenado totalmente (INEN, 2012).  
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5.2.1.1 Desactivación del cloro residual 

La desactivación del cloro residual se realizó en todas las muestras. Los envases para 

recolección de las muestras usadas en el método convencional (Filtración por membrana 

con m-Coliblue24) poseen un agente declorinador que es tiosulfato de sodio al 3%. 

El agente declorinador utilizado para las placas PetrifilmTM fue caldo Letheen (V., 

Campos, comunicación personal, septiembre, 2013). La cantidad de caldo Letheen 

utilizado fue 1 mL, dato sugerido por la empresa 3M después de realizar un preensayo. 

 

5.2.2 TRANSPORTE DE MUESTRAS 

Las muestras fueron transportadas en un porta muestras con pilas refrigerantes (Figura 4) 

para mantener la temperatura inferior a 10ºC (INEN, 2012).			

 

	

Figura 4. Transporte de las muestras. 
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5.2.3 CONTROL DE CALIDAD 

El control de calidad se debe realizar para garantizar la correcta elaboración del análisis 

microbiológico de manera que sea posible detectar errores y problemas en los equipos, 

reactivos, medios de cultivo, cepas microbiológicas y procedimientos para poder 

corregirlos (Herrera & Campos, 2005; Instituto de Salud Pública de Chile, 2009). 

 

5.2.3.1 Medio de cultivo 

5.2.3.1.1 Verificación de características 

Las características de los medios de cultivo fueron verificadas antes de su primer uso. Para 

lo cual fue necesario utilizar cepas bacterianas de referencia certificadas y específicas para 

el medio de cultivo, en este caso se utilizó cepas de American Type Culture Collection 

(ATCC). La respuesta del medio de cultivo fue probada sembrando cultivos microbianos 

incubados de acuerdo a las condiciones indicadas para el microorganismo buscado en cada 

medio de cultivo, los cuales resultaron positivos y negativos de acuerdo al medio de 

cultivo a probar (Herrera & Campos, 2005; Bridgewater et al., 2012). En este estudio se 

utilizó Escherichia coli ATCC 25922 (Anexo 1) como control positivo para coliformes 

fecales, Enterobacter aerogenes ATCC 13048 (Anexo 2) como control positivo para 

coliformes totales y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Anexo 3) como control 

negativo. 

 

5.2.3.1.2 Prueba de esterilidad 

La prueba de esterilidad se realizó a los medios de cultivo antes de su primer uso. Para ello 

se incubó el medio de cultivo en las condiciones adecuadas para el microorganismo 

buscado. El resultado fue el medio de cultivo sin crecimiento microbiano en él (Figura 5) 

(Instituto de Salud Pública de Chile, 2009; Bridgewater et al., 2012). 
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Figura 5. Control de esterilidad de los medios de cultivo. 

 

5.2.3.2 Control de equipos 

Para asegurar el funcionamiento adecuado de los equipos utilizados en el laboratorio se 

llevó un registro diario de cada equipo. Se midió diariamente la temperatura de la 

refrigeradora (Anexo 4) y de la incubadora a 35ºC (Anexo 5) con el dispositivo integrado a 

cada equipo o con un termómetro (Herrera & Campos, 2005).  

 

5.2.3.3 Esterilización de materiales 

Como método de control de calidad de la esterilización se utilizó una cinta indicadora del 

proceso de esterilización, la misma que fue colocada en los materiales que fueron enviados 

al autoclave. Terminado el proceso de autoclavado, las líneas presentes en la cinta 

cambiaron su color de blanco a café oscuro (3M, s.f.c; Instituto Nacional de Gestión 

Sanitaria, 2013). 

 

5.2.3.4 Características de las cepas a diferentes temperaturas de incubación  

Parte del ensayo fue verificar la capacidad de las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM para 

diferenciar las bacterias coliformes fecales del resto de coliformes, únicamente variando la 

temperatura de incubación. Por esta razón se comprobó las características de las cepas 
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incubadas a 35ºC y a 44,5ºC, tanto en el medio m-Coliblue24 como en las placas 

PetrifilmTM Aqua de 3MTM para recuento de coliformes.  

Para ello se utilizaron los siguientes inóculos:  

~ Inóculo 1.- E. coli ATCC 25922 

~ Inóculo 2.- Enterobacter aerogenes ATCC 13048  

~ Inóculo 3.- E. coli ATCC 25922 y Enterobacter aerogenes ATCC 13048.  

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 1. 

 

Tabla 1. Características de las cepas incubadas a diferentes temperaturas. 

 Características en m-
Coliblue24 

Características en PetrifilmTM 
Aqua 

Inóculo 1 a 35ºC Colonias de color azul Colonias rojas con halo rosa 
tenue asociadas a burbujas 

Inóculo 1 a 44,5ºC Colonias de color azul Colonias rojas con halo rosa 
tenue asociadas a burbujas 

Inóculo 2 a 35ºC Colonias de color rojo Colonias rojas con halo rosa 
tenue asociadas a burbujas 

Inóculo 2 a 44,5ºC Colonias de color rojo Colonias rojas pequeñas con 
halo rosa tenue pequeño  

Inóculo 3 a 35ºC Colonias de color rojo y 
colonias de color azul 

Colonias rojas con halo rosa 
tenue asociadas a burbujas 

Inóculo 3 a 44,5ºC Colonias de color rojo y 
colonias de color azul 

Colonias rojas con halo rosa 
tenue asociadas a burbujas y 
colonias rojas pequeñas con halo 
rosa tenue pequeño 

 

Las características de las colonias de E. coli en ambos medios de cultivo, incubadas a 35ºC 

y a 44,5ºC pueden ser apreciadas en las figuras 6 y 7, en ellas se observa que el 

crecimiento de las colonias es igual independientemente de la temperatura de incubación.  
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Figura 6. Colonias de E. coli incubadas a 35ºC en los medios m-Coliblue24 (Derecha) y 

placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM (Izquierda). 

	

	

Figura 7. Colonias de E. coli incubadas a 44,5ºC en los medios m-Coliblue24 (Derecha) y 

placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM (Izquierda). 
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Las figuras 8 y 9 muestran que las características de E. aerogenes no se ven afectadas por 

la temperatura de incubación.  

	

Figura 8. Colonias de E. aerogenes incubadas a 35ºC en el medio m-Coliblue24. 

	

	

Figura 9. Colonias de E. aerogenes incubadas a 44,5ºC en el medio m-Coliblue24. 
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Las figuras 10 y 11 muestran las diferencias entre las características de crecimiento de E. 

aerogenes en las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM al ser incubadas a 35ºC y a 44,5ºC. 

	

Figura 10. Colonias de E. aerogenes incubadas a 35ºC en PetrifilmTM Aqua de 3MTM. 

 

	

Figura 11. Colonias de E. aerogenes incubadas a 44,5ºC en PetrifilmTM Aqua de 3MTM. 
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5.2.4 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS  

5.2.4.1 Procedimientos pre-Analíticos  

Antes de comenzar el trabajo en el laboratorio se debe tomar en cuenta los parámetros de 

seguridad recomendados por Bridgewater et al. (2012). 

• Durante el proceso aséptico las puertas y ventanas deben estar cerradas. 

• Lavarse las manos con agua y jabón después de retirar los guantes y de manipular 

material viable, y antes de salir del laboratorio. 

• Las superficies de trabajo deben ser desinfectadas con Tego51 o hipoclorito a 

concentraciones del 2%, antes y después de su uso. 

• No pipetear con la boca. 

• Los desechos deben ser decontaminados antes de su eliminación. 

• No comer, fumar, beber, maquillarse o manipular lentes de contacto dentro del 

laboratorio. 

• Usar mandil o uniformes y guantes.  

 

5.2.4.2 Inoculación de las muestras  

En principio el agua potable no debe contener bacterias coliformes, por ello las muestras 

fueron inoculadas con una cantidad conocida de microorganismos. Cada muestra fue 

procesada con dos inóculos distintos para cumplir con los objetivos establecidos.  

De esta manera, para poder comprobar el límite de detección y especificidad de las placas 

PetrifilmTM Aqua se inoculó las muestras con Escherichia coli ATCC 25922 como cepa 

objetivo y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 como cepa interferente (3M Food 

Safety, 2011c).  

Con el objetivo de conocer si las placas PetrifilmTM Aqua pueden ser selectivas para 

bacterias coliformes fecales y diferenciarlas del resto de bacterias coliformes únicamente 

variando la temperatura de incubación, se inoculó las muestras con una cantidad conocida 

de Escherichia coli ATCC 25922 y Enterobacter aerogenes ATCC 13048. 

Dichas cepas fueron seleccionadas por ser utilizadas tradicionalmente como controles en 

muestras de agua potable. E. coli es reconocida por representar al grupo de bacterias 

coliformes, especialmente a coliformes fecales. Debido a que este estudio requiere 
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contrastar entre coliformes fecales y no fecales, existe la necesidad de tener un 

representante de las bacterias coliformes no fecales, el microorganismo escogido puede 

pertenecer a cualquiera de los cuatro géneros bacterianos que conforman al grupo de 

coliformes, sin embargo, E. aerogenes fue escogida por su uso frecuente como control 

negativo para coliformes fecales. 

 

5.2.4.2.1 Preparación de las cepas de trabajo 

El inóculo se realizó a partir de cepas puras de Escherichia coli ATCC 25922, 

Enterobacter aerogenes ATCC 13048 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (3M Food 

Safety, 2011c).  

Las cepas provenían de KWIK-STIKTM, las cuales se encontraban liofilizadas, para usarlas 

se rompió la ampolla que contenía el liquido hidratante y de esta manera hidratar el 

“pellet”, se presionó dicho “pellet” para homogenizarlo y se empapó el hisopo en esta 

suspensión (Scharlab, s.f.; MicroBiologics, 2007), a continuación se colocó dicho hisopo 

en caldo BHI (Brain Heart Infusion) (Figura 12) y se incubó por 24 horas a 35-37 ºC 

(MicroBiologics, 2007). Terminado este tiempo se inoculó 500 µL en Agar Tripteina Soya 

(TSA), se sembró masivamente y se incubó por 24 horas a 35-37 ºC. Para conservar la 

cepa de trabajo se realizó una suspensión bacteriana en 1 mL de BHI con glicerol cuya 

relación fue 1:5 y se conservó en congelación hasta su uso (Sacsaquispe & Velásquez, 

2002). 
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Figura 12. Cepas bacterianas en BHI. 

 

5.2.4.2.2 Preparación de la escala McFarland 

La determinación de la cantidad microbiana se realizó utilizando como base la escala 

McFarland que es un patrón de turbidez estándar comparable con la cantidad de bacterias 

presentes en un caldo. Esta escala utiliza diferentes cantidades de cloruro de bario (BaCl2 

1%) y ácido sulfúrico (H2SO4 1%) para obtener la turbidez requerida. La escala que se 

utilizará es McFarland 0,5 que corresponde a 1,5 x 108 UFC/mL. Para comprobar que el 

estándar sea el correcto se midió la turbidez en el espectofotómetro a una longitud de onda 

de 625 nm y su absorbancia fue de 0,08 a 0,10 (Sacsaquispe & Velásquez, 2002; Pasterán 

& Galas, 2008).  

 

5.2.4.2.3 Preparación del Inóculo 

Las cepas de trabajo se encontraban congeladas por lo que antes de su uso estas 

permanecieron 30 minutos a 35-37ºC para ser temperadas, a continuación se colocó cada 

cepa en 5 mL de caldo BHI (Figura 13) y se incubó por 2 horas a 35-37 ºC (Redondo, 

2008; Instituto de Salud Pública de Chile, 2012).  
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Figura 13. Transferencia de las cepas a BHI. 

 

Terminado ese tiempo se sembró cada cepa en TSA y se incubó por 24 horas a 35-37ºC 

(Figura 14), del cultivo obtenido se colocó 2 o 3 colonias en 3 mL de caldo BHI para 

obtener una turbidez comparable con la escala McFarland 0,5 (Figura 15 y 16) (Picazo, 

2000; Malbrán, 2001; Carrillo & Lozano, 2008; Taroco, Seija, & Vignoli, 2008).  

 

	

Figura 14. Incubación de las cepas por 24 horas a 35-37 ºC. 
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Figura 15. Transferencia de las cepas a cubetas para medir la turbidez. 

 

	

Figura 16. Lectura de la turbidez de cada cepa. 

 

A partir de la escala McFarland 0,5 se realizó diluciones seriadas en base 10 en agua 

peptonada estéril al 0,1% hasta 100  (Redondo, 2008; Redondo-Solano & Arias, 2011). Se 
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utilizó las tres últimas diluciones para obtener inóculos de 150, 15 y 1,5 UFC/mL (Figura 

17).  

 

	

Figura 17. Diluciones seriadas en base 10. 

 

5.2.4.2.4 Inoculación de las muestras 

La inoculación de las muestras se realizó antes de que transcurrieran 15 minutos de 

ajustado el inóculo (Picazo, 2000; Malbrán, 2001), se colocó 1 mL de cada cepa bacteriana 

en las muestras (Figura 18). Para comprobar la productividad y selectividad de las placas 

PetrifilmTM Aqua de 3MTM se colocó 1 mL de Escherichia coli ATCC 25922 y 1 mL de 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Para verificar la capacidad de diferenciación de 

bacterias coliformes fecales de las no fecales se colocó 1 mL de E. coli ATCC 25922 y 1 

mL de Enterobacter aerogenes ATCC 13048. 
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Figura 18. Inoculación de las muestras. 

 

5.2.4.3 Prehidratación de las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM 

El uso de las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM para recuento de coliformes requiere de un 

tratamiento previo conocido como prehidratación. Para ello se posicionó la placa sobre una 

superficie plana, se levantó la película superior y con una pipeta ubicada 

perpendicularmente se colocó 1 mL del diluyente estéril (3M Food Safety, 2011d; 3M, 

2012) el cual puede ser agua destilada o desionizada, en este caso se utilizó agua destilada 

(Figura 19) (3M, 2012).  
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Figura 19. Adición de 1 mL de agua destilada en las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM. 

 

Realizado esto se bajó delicadamente la película para evitar el ingreso de aire (Figura 20), 

se colocó el esparcidor sobre la placa con la cara plana hacia arriba y se presionó (Figura 

21). Se esperó mínimo 1 hora antes de usar, para permitir la correcta formación del gel 

(3M Food Safety, 2011d).  

 

	

Figura 20. Descenso de la película superior de la placa PetrifilmTM Aqua de 3MTM. 

 



	

	

39	

	

Figura 21. Presión del esparcidor sobre la placa PetrifilmTM Aqua de 3MTM. 

 

5.2.4.4 Filtración de las muestras  

El proceso de filtración lo realizó el laboratorio DISerLAB-PUCE en el área Microbiología 

de aguas y alimentos, puesto que no se cuenta con equipo de filtración en el área de 

docencia y dicho proceso se encuentra acreditado en el laboratorio DISerLAB-PUCE. 

La cantidad de muestra que se filtró fue de 100 mL (Millipore, 2005), se utilizó 

membranas de éster celulosa de 47 mm con poros de 0,45 µm (Figura 22) (Millipore, 

2005; Instituto de Salud Pública de Chile, 2011; Bridgewater et al., 2012).  
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Figura 22. Posicionamiento de la membrana de éster celulosa de 47 mm con poros de 0,45 

µm para la filtración de la muestra. 

 

Finalizado el proceso de filtración se colocó la membrana en el medio de cultivo adecuado	

(Millipore, 2005; Bridgewater et al., 2012). El medio de cultivo utilizado para el método 

convencional fue m-ColiBlue24 (Figura 23) (HACH, 2001; EPA, 2003; HACH, 2012). En 

el caso de la placa PetrifilmTM Aqua se levantó la película superior de la placa y se colocó 

el filtro en el lugar donde la placa estaba hidratada, se bajó cuidadosamente la película y se 

presionó delicadamente (Figura 24) (3M Food Safety, 2011d). 
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Figura 23. Transferencia de la membrana después de filtrar la muestra al medio m-

ColiBlue24. 

 

	

Figura 24. Localización de la membrana después de la filtración de la muestra en las 

placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM. 
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5.2.4.5 Incubación y análisis de las colonias 

Se incubó las placas Petri con el medio convencional invertidas (HACH, 2001; EPA, 2003; 

HACH, 2012; Bridgewater et al., 2012) a 35 ± 0,5ºC por 22 a 24 horas (Bridgewater et al., 

2012). Las placas PetrifilmTM Aqua fueron incubadas de manera horizontal (3M Food 

Safety, 2011d), para la determinación de la productividad y selectividad de las placas 

PetrifilmTM Aqua se utilizó una temperatura de 35 ± 0,5ºC (Figura 25) y para la 

difereciación de coliformes fecales y no fecales la temperatura fue de 44,5 ± 0,3ºC por 24 

± 2 horas (Figura 26) (Bridgewater et al., 2012).  

 

	

Figura 25. Incubación a 35 ºC. 
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Figura 26. Incubación a 44,5 ºC. 

 

El medio m-ColiBlue24, después del tiempo indicado, presentó colonias de color rojo y 

azul, las colonias de color azul son específicas para E. coli y las de color rojo para el resto 

de bacterias coliformes totales (HACH, 2001; EPA, 2003; HACH, 2012). En las placas 

PetrifilmTM Aqua de 3MTM las colonias de coliformes totales son de color rojo asociadas a 

burbujas de gas, además la producción de ácido se ve representado por un halo rosa tenue 

asociado con las colonias (3M Food Safety, 2011d). El recuento de las colonias se realizó 

con la ayuda del contador de colonias microbiológicas TODAY’S galaxy 230 (Eq-DIS-

50). 

 

5.2.5 ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

El análisis estadístico se realizó mediante la prueba t-student utilizando el paquete 

estadístico SPSS (García, González, & Jornet, 2010; Rubio & Berlanga, 2012). Este 

análisis permite la comparación del método tradicional con el método de las placas 

PetrifilmTM Aqua de 3MTM, esto nos indicará si existe diferencia significativa entre ellos 

(García et al., 2010; Rubio & Berlanga, 2012; Sánchez, 2015). Los resultados obtenidos 

determinarán si las placas  PetrifilmTM Aqua de 3MTM para recuento de coliformes pueden 

ser empleadas en agua potable.  
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Es importante mencionar que con fines estadísticos se reemplazó MNPC (muy numeroso 

para contar) por 1000 UFC/mL y los recuentos estimados estándar (RES) se presentaron 

con números enteros.  
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6 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

En el presente estudio se recolectó y analizó 30 muestras de agua potable provenientes de 

tres sistemas de distribución de la EPMAPS. Cada una de las muestras fue procesada por 

dos métodos, el método tradicional (Filtración por membrana con m-Coliblue24) y el 

método de placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM para recuento de coliformes, con el fin de 

evaluar la productividad y selectividad de dichas placas.   

Además, cada una de las muestras fue procesada con dos inóculos distintos en cada uno de 

los métodos con el objetivo de determinar si, las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM para 

recuento de coliformes son capaces de diferenciar coliformes fecales de los coliformes 

totales únicamente variando la temperatura de incubación. 

Se realizó un control de cada una de las muestras de agua potable en ambos métodos, con 

el fin de asegurar que la muestra no presenta microorganismos coliformes que pudiera 

alterar los resultados obtenidos. Todos los controles de las muestras resultaron sin 

crecimiento bacteriano.  

Sin embargo la muestra 24, incluida aquella sin inóculo, presentó el crecimiento de algunas 

colonias pequeñas de color rojo en el medio m-Coliblue24 (Figura 27), estas colonias no 

fueron contabilizadas ya que se presume que no corresponden a bacterias coliformes. 

HACH (2010) indica que el medio m-Coliblue24 permite el crecimiento de bacterias 

estresadas por el tratamiento de potabilización del agua por lo cual es posible el 

crecimiento de bacterias no coliformes que poseen características metabólicas similares a 

las bacterias coliformes, tales como especies de Serratia, especies de Staphylococcus, 

Providencia stuartii, entre otras. 
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Figura 27. Crecimiento de bacterias no coliformes en m-Coliblue24. 

 

 

6.1 EVALUACIÓN DE LA PRODUCTIVIDAD Y SELECTIVIDAD DE LAS 

PLACAS PETRIFILMTM AQUA DE 3MTM  

La evaluación se realizó mediante la comparación de los recuentos obtenidos en cada uno 

de los métodos empleados, para ello se utilizó un inóculo conocido el cual contiene como 

microorganismo representante de bacterias coliformes a Escherichia coli ATCC 25922 y 

como microorganismo interferente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.  

La tabla 2 muestra los resultados obtenidos en el método convencional (Filtración por 

membrana con m-Coliblue24) y el método de placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM para 

recuento de coliformes. En ella se observa que no existió crecimiento de la cepa 

interferente (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) en ninguno de los dos métodos, esto 

demuestra la selectividad que poseen ambos métodos. Los recuentos obtenidos del 

microorganismo deseado también pueden ser apreciados en la tabla 2.  
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Tabla 2. Datos para la evaluación de productividad y selectividad. En la tabla se indica 

los recuentos obtenidos en ambos métodos además del inóculo colocado y el número de 

muestra. 

 Muestra 
Inóculo 

(UFC/mL) 

Método Convencional 

(UFC/mL) 

Método PetrifilmTM Aqua 

(UFC/mL) 

E. coli Pseudomonas  E. coli  Pseudomonas 

Nº 1 

1,5 x 100 < 1  < 1  < 1  < 1  

1,5 x 101 < 1  < 1  < 1  < 1  

1,5 x 102 1  < 1  4  < 1  

Nº 2 

1,5 x 100 4  < 1  1  < 1  

1,5 x 101 27  < 1  18  < 1  

1,5 x 102 230  < 1  < 1  < 1  

Nº 3 

1,5 x 100 3  < 1  5  < 1  

1,5 x 101 31  < 1  29  < 1  

1,5 x 102 256  < 1  247  < 1  

Nº 4 

1,5 x 100 < 1  < 1  3  < 1  

1,5 x 101 24  < 1  19  < 1  

1,5 x 102 161  < 1  156  < 1  

Nº 5 

1,5 x 100 2  < 1  2  < 1  

1,5 x 101 32  < 1  29  < 1  

1,5 x 102 268  < 1  285  < 1  

Nº 6 

1,5 x 100 6  < 1  6  < 1  

1,5 x 101 33  < 1  25  < 1  

1,5 x 102 234  < 1  229  < 1  

Nº 7 

1,5 x 100 1  < 1  < 1  < 1  

1,5 x 101 18  < 1  24  < 1  

1,5 x 102 250  < 1  246  < 1  

Nº8 

1,5 x 100 1  < 1  < 1  < 1  

1,5 x 101 20  < 1  27  < 1  

1,5 x 102 183  < 1  132  < 1  
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Tabla 2. Datos para la evaluación de la productividad y selectividad. 

(Continuación…) 

 Muestra 
Inóculo 

(UFC/mL) 

Método Convencional 

(UFC/mL) 

Método PetrifilmTM Aqua 

(UFC/mL) 

E. coli Pseudomonas  E. coli  Pseudomonas 

Nº9 

1,5 x 100 1  < 1  4  < 1  

1,5 x 101 23  < 1  22  < 1  

1,5 x 102 159  < 1  160  < 1  

Nº10 

1,5 x 100 1  < 1  15  < 1  

1,5 x 101 20  < 1  260  < 1  

1,5 x 102 172  < 1  161  < 1  

Nº11 

1,5 x 100 3  < 1  3  < 1  

1,5 x 101 20  < 1  21  < 1  

1,5 x 102 189  < 1  157  < 1  

Nº12 

1,5 x 100 2  < 1  < 1  < 1  

1,5 x 101 30  < 1  9  < 1  

1,5 x 102 225  < 1  134  < 1  

Nº13 

1,5 x 100 3  < 1  1  < 1  

1,5 x 101 14  < 1  17  < 1  

1,5 x 102 158  < 1  162  < 1  

Nº14 

1,5 x 100 1  < 1  2  < 1  

1,5 x 101 27  < 1  25  < 1  

1,5 x 102 264  < 1  1  < 1  

Nº15 

1,5 x 100 34  < 1  76  < 1  

1,5 x 101 68  < 1  RES 434  < 1  

1,5 x 102 MNPC < 1  MNPC < 1  

Nº16 

1,5 x 100 2  < 1  2  < 1  

1,5 x 101 24  < 1  27  < 1  

1,5 x 102 224  < 1  238  < 1  

Nº17 

1,5 x 100 2  < 1  4  < 1  

1,5 x 101 14  < 1  18  < 1  

1,5 x 102 121  < 1  109  < 1  
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Tabla 2. Datos para la evaluación de la productividad y selectividad. 

(Continuación…) 

 Muestra 
Inóculo 

(UFC/mL) 

Método Convencional 

(UFC/mL) 

Método PetrifilmTM Aqua 

(UFC/mL) 

E. coli Pseudomonas  E. coli  Pseudomonas 

Nº18 

1,5 x 100 3  < 1  2  < 1  

1,5 x 101 23  < 1  22  < 1  

1,5 x 102 212  < 1  184  < 1  

Nº19 

1,5 x 100 64  < 1  212  < 1  

1,5 x 101 MNPC < 1  MNPC  < 1  

1,5 x 102 MNPC < 1  MNPC < 1  

Nº20 

1,5 x 100 2  < 1  < 1  < 1  

1,5 x 101 24  < 1  < 1  < 1  

1,5 x 102 269  < 1  < 1  < 1  

Nº21 

1,5 x 100 < 1  < 1  < 1  < 1  

1,5 x 101 22  < 1  < 1  < 1  

1,5 x 102 160  < 1  < 1  < 1  

Nº22 

1,5 x 100 1  < 1  < 1  < 1  

1,5 x 101 25  < 1  < 1  < 1  

1,5 x 102 166  < 1  < 1  < 1  

Nº23 

1,5 x 100 4  < 1  3  < 1  

1,5 x 101 29  < 1  20  < 1  

1,5 x 102 266  < 1  238  < 1  

Nº24 

1,5 x 100 1  < 1  1  < 1  

1,5 x 101 15  < 1  15  < 1  

1,5 x 102 147  < 1  131  < 1  

Nº25 

1,5 x 100 5  < 1  1  < 1  

1,5 x 101 23  < 1  19  < 1  

1,5 x 102 195  < 1  146  < 1  

Nº26 

1,5 x 100 < 1  < 1  2  < 1  

1,5 x 101 10  < 1  19  < 1  

1,5 x 102 222  < 1  197  < 1  
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Tabla 2. Datos para la evaluación de la productividad y selectividad. (Continuación) 

 Muestra 
Inóculo 

(UFC/mL) 

Método Convencional 

(UFC/mL) 

Método PetrifilmTM Aqua 

(UFC/mL) 

E. coli Pseudomonas  E. coli  Pseudomonas 

Nº27 

1,5 x 100 2  < 1  2  < 1  

1,5 x 101 8  < 1  25  < 1  

1,5 x 102 142  < 1  149  < 1  

Nº28 

1,5 x 100 1  < 1  1  < 1  

1,5 x 101 15  < 1  10  < 1  

1,5 x 102 144  < 1  130  < 1  

Nº29 

1,5 x 100 2  < 1  2  < 1  

1,5 x 101 19  < 1  16  < 1  

1,5 x 102 219  < 1  184  < 1  

Nº30 

1,5 x 100 3  < 1  2  < 1  

1,5 x 101 20  < 1  15  < 1  

1,5 x 102 215  < 1  181  < 1  

RES, Recuento estimado estándar; MNPC, Muy numeroso para contar. 

 

Las figuras 28 y 29 muestran el crecimiento bacteriano obtenido en el inóculo 1,5 x 100 

UFC/mL. 
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Figura 28. Crecimiento bacteriano en el medio m-Coliblue24 del inóculo 1,5 x 100 

UFC/mL de la muestra Nº 7. 

	

	

Figura 29. Crecimiento bacteriano en placas PetrifilmTM Aqua 3MTM del inóculo 1,5 x 100 

UFC/mL de la muestra Nº 25. 
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Las figuras 30 y 31 indican el crecimiento bacteriano obtenido en el inóculo 1,5 x 101 

UFC/mL. 

	

Figura 30. Crecimiento bacteriano en el medio m-Coliblue24 del inóculo 1,5 x 101 

UFC/mL de la muestra Nº 28. 

 

	

Figura 31. Crecimiento bacteriano en placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM del inóculo 1,5 x 

101 UFC/mL de la muestra Nº 2. 
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En las figuras 32 y 33 se observa el crecimiento bacteriano del inóculo 1,5 x 102 UFC/mL. 

	

Figura 32. Crecimiento bacteriano en el medio m-Coliblue24 del inóculo 1,5 x 102 

UFC/mL de la muestra Nº 13. 

 

	

Figura 33. Crecimiento bacteriano en placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM del inóculo 1,5 x 

102 UFC/mL de la muestra Nº 27. 
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La figura 34 muestra comparación de las medias de los recuentos obtenidos en los dos 

métodos estudiados de la cepa deseada (E. coli ATCC 25922) en cada uno de los inóculos. 

Se puede observar que en los inóculos más bajos, el recuento obtenido con las placas 

PetrifilmTM Aqua es mayor que el método convencional (Filtración por membrana con m-

Coliblue24) y que en el inóculo más alto, el recuento obtenido con las placas PetrifilmTM 

Aqua es menor que en el método convencional. 

 

 

Figura 34. Gráfico de barras comparativo de las dos técnicas. 

 

Los análisis estadísticos muestran que no existe diferencia significativa entre los dos 

métodos en ninguno de los inóculos, por lo tanto la productividad de las placas PetrifilmTM 

Aqua de 3MTM es comparable con la productividad del método convencional (Filtración 

por membrana con m-Coliblue24). Esto se puede evidenciar en la tabla 3, en ella se 

observa la significancia bilateral calculada mediante el uso de la prueba t de student, la 

cual se encarga de comparar las medias para ver si estas son estadísticamente distintas. Los 

tres inóculos presentan un valor mayor a 0,05 lo que indica que la diferencia no es 

significativa. 
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Tabla 3. Prueba t de student para recuento de E. coli en los métodos estudiados. 

Inóculo Concentración Técnica Media 
Prueba t 

Sig. (bilateral) 

1 
1,5 x 100 

UFC/mL 

Convencional 5,13 
0,395 

PetrifilmTM Aqua 11,73 

2 
1,5 x 101 

UFC/mL 

Convencional 55,27 
0,728 

PetrifilmTM Aqua 72,17 

3 
1,5 x 102 

UFC/mL 

Convencional 248,4 
0,391 

PetrifilmTM Aqua 198,7 

 

Los resultados obtenidos en esta investigación fueron similares a los obtenidos por 

Stepenuck et al. (2010) quien realizó un estudio en el cual comparó los métodos Coliscan 

Easygel® y 3MTM PetrifilmTM para la evaluación de la calidad del agua superficial 

utilizada para consumo humano y con fines recreativos mediante el uso de E. coli como 

indicador de contaminación fecal, para ello utilizó laboratorios voluntarios los cuales 

utilizaban métodos aprobados por EPA. Los resultados obtenidos con las placas 3MTM 

PetrifilmTM son más cercanos a aquellos obtenidos en los laboratorios que los obtenidos 

por Coliscan Easygel®, sin embargo la eficacia de ambos métodos es superior al 80% por 

lo que pueden ser usados como pruebas de cribado. La preferencia de la mayoría de los 

laboratorios fue el método 3MTM PetrifilmTM sobre el método Coliscan Easygel®.  

Existen otros estudios como el de Beloti et al. (2003), en el cual se compararon las placas 

PetrifilmTM EC (E. coli) y HS (High Sensitivy) con el método de número más probable 

(NMP) para su uso en agua clorada y agua natural, los resultados obtenidos demostraron 

que ambos métodos son comparables además las placas PetrifilmTM representan un método 

más rápido que MNP. Cabe resaltar que en este estudio se utilizó tiosulfato de sodio al 3% 

en las muestras cloradas, sin embargo no se apreció una inhibición de las bacterias al 

utilizarlo con las placas PetrifilmTM.  

3M Food Safety (2011c) realizó un estudio en el cual se quiso comprobar la productividad 

y selectividad de las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM para recuento de coliformes 

utilizando como matriz agua embotellada, para ello se utilizó 30 cepas de bacterias 

coliformes y 20 cepas de bacterias no coliformes. Los resultados obtenidos fueron el 

crecimiento de las 30 cepas de coliformes con lo cual se comprobó la productividad de las 
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placas 3MTM PetrifilmTM Aqua y su selectividad se comprobó ya que no existió 

crecimiento de ninguna cepa de bacterias no coliformes. 

 

6.2 DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD DE LAS PLACAS PETRIFILMTM 

AQUA DE 3MTM PARA DIFERENCIAR ENTRE COLIFORMES FECALES 

Y TOTALES MEDIANTE VARIACIÓN DE TEMPERATURA 

 

La determinación se realizó mediante el uso de un inóculo conocido, el representante de 

coliformes fecales fue Escherichia coli ATCC 25922 y el representante de los coliformes 

totales no fecales fue Enterobacter aerogenes ATCC 13048.  

La temperatura de incubación de las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM fue de 44,5 ± 0,3ºC 

por 24 ± 2 horas, esta temperatura fue escogida para permitir el crecimiento de las 

bacterias coliformes fecales e inhibir el crecimiento del resto de coliformes totales.  

La tabla 4 muestra los recuentos resultantes en el método convencional (Filtración por 

membrana con m-Coliblue24) y el método de las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM para 

recuento de coliformes. Se debe aclarar que en el método de las placas PetrifilmTM Aqua 

de 3MTM se tomó como E. coli a aquellas colonias que corresponden con las características 

indicadas por el fabricante, ser rojas presentar halo rosa tenue y estar asociadas a burbuja. 

En dichas placas se presentó el crecimiento de otras colonias las cuales fueron puntiformes 

y presentaban un pequeño halo rosa tenue pero no se encontraban asociadas a burbujas de 

gas, dichas colonias se muestran en la tabla como colonias atípicas termotolerantes, estas 

colonias corresponden a Enterobacter aerogenes. Por medio de controles realizados 

previamente se determinó que sus características se ven alteradas por la temperatura de 

44,5 ºC. Cabe mencionar que en el medio m-Coliblue24 se desarrollan colonias azules 

características de E. coli y colonias rojas representantes del resto de bacterias coliformes, 

en este caso, correspondientes a E. aerogenes. El control realizado al agua potable 

utilizada como matriz demuestra que esta no contenía bacterias coliformes.  
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Tabla 4. Datos para diferenciación entre coliformes fecales y coliformes totales 

mediante temperatura. En esta tabla se indica los recuentos obtenidos en ambos métodos 

además del inóculo colocado y el número de muestra. 

Muestra 
Inóculo 

(UFC/mL) 

Método Convencional 

(UFC/mL) 

Método PetrifilmTM Aqua 

(UFC/mL) 

E. coli 
Enterobacter 

aerogenes 
E. coli 

Colonias atípicas 

termotolerantes 

Nº 1 

1,5 x 100 < 1  8  < 1  3  

1,5 x 101 < 1  47  < 1  31  

1,5 x 102 < 1  RES 596  < 1  RES 226  

Nº 2 

1,5 x 100 1  1  < 1  3  

1,5 x 101 26  42  30  < 1  

1,5 x 102 189  211  114  < 1  

Nº 3 

1,5 x 100 6  6  < 1  < 1  

1,5 x 101 27  72  27  < 1  

1,5 x 102 232  334  160  < 1  

Nº 4 

1,5 x 100 2  9  4  < 1  

1,5 x 101 16  48  17  24  

1,5 x 102 156  269  115  16  

Nº 5 

1,5 x 100 2  11  1  3  

1,5 x 101 23  4  5  27  

1,5 x 102 190  305  85  11  

Nº 6 

1,5 x 100 1  3  1  2  

1,5 x 101 20  27  15  16  

1,5 x 102 195  275  101  30  

Nº 7 

1,5 x 100 1  10  2  1  

1,5 x 101 19  49  30  11  

1,5 x 102 143  362  126  17  

Nº8 

1,5 x 100 2  3  < 1  < 1  

1,5 x 101 < 1  2  8  12  

1,5 x 102 145  250  110  < 1  
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Tabla 4. Datos para la diferenciación entre coliformes fecales y coliformes totales 

mediante temperatura. (Continuación…)  

Muestra 
Inóculo 

(UFC/mL) 

Método Convencional 

(UFC/mL) 

Método PetrifilmTM Aqua 

(UFC/mL) 

E. coli 
Enterobacter 

aerogenes 
E. coli 

Colonias atípicas 

termotolerantes 

Nº9 

1,5 x 100 2  2  1  2  

1,5 x 101 17  38  13  27  

1,5 x 102 151  342  127  15  

Nº10 

1,5 x 100 2  8  1  2  

1,5 x 101 29  34  15  7  

1,5 x 102 205  220  113  5  

Nº11 

1,5 x 100 2  6  2  4  

1,5 x 101 24  40  14  17  

1,5 x 102 153  262  106  12  

Nº12 

1,5 x 100 5  2  2  1  

1,5 x 101 24  29  17  10  

1,5 x 102 214  122  136  33  

Nº13 

1,5 x 100 4  4  1  5  

1,5 x 101 20  38  14  17  

1,5 x 102 171  251  136  23  

Nº14 

1,5 x 100 3  2  < 1  < 1  

1,5 x 101 30  31  24  15  

1,5 x 102 241  233  162  28  

Nº15 

1,5 x 100 4  6  5  4  

1,5 x 101 34  47  27  24  

1,5 x 102 176  232  153  17  

Nº16 

1,5 x 100 4  1  1  1  

1,5 x 101 25  21  20  11  

1,5 x 102 222  123  140  34  

Nº17 

1,5 x 100 1  2  2  3  

1,5 x 101 20  32  10  30  

1,5 x 102 115  151  94  39  
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Tabla 4. Datos para la diferenciación entre coliformes fecales y coliformes totales 

mediante temperatura. (Continuación…) 

Muestra 
Inóculo 

(UFC/mL) 

Método Convencional 

(UFC/mL) 

Método PetrifilmTM Aqua 

(UFC/mL) 

E. coli 
Enterobacter 

aerogenes 
E. coli 

Colonias atípicas 

termotolerantes 

Nº18 

1,5 x 100 MNPC MNPC MNPC MNPC 

1,5 x 101 MNPC MNPC MNPC MNPC 

1,5 x 102 196  167  145  < 1  

Nº19 

1,5 x 100 53  235  MNPC MNPC 

1,5 x 101 MNPC MNPC MNPC MNPC 

1,5 x 102 MNPC MNPC MNPC MNPC 

Nº20 

1,5 x 100 1  7  < 1  < 1  

1,5 x 101 30  26  < 1  < 1  

1,5 x 102 227  155  < 1  < 1  

Nº21 

1,5 x 100 4  4  < 1  < 1  

1,5 x 101 17  31  < 1  < 1  

1,5 x 102 159  229  < 1  < 1  

Nº22 

1,5 x 100 2  2  < 1  < 1  

1,5 x 101 11  27  < 1  < 1  

1,5 x 102 176  169  < 1  < 1  

Nº23 

1,5 x 100 3  4  5  2  

1,5 x 101 28  28  14  15  

1,5 x 102 225  203  119  26  

Nº24 

1,5 x 100 2  < 1  1  < 1  

1,5 x 101 14  < 1  < 1  < 1  

1,5 x 102 148  < 1  101  24  

Nº25 

1,5 x 100 < 1  1  1  2  

1,5 x 101 15  26  13  6  

1,5 x 102 173  227  96  13  

Nº26 

1,5 x 100 3  1  < 1  2  

1,5 x 101 18  29  3  23  

1,5 x 102 183  155  52  24  
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Tabla 4. Datos para la diferenciación entre coliformes fecales y coliformes totales 

mediante temperatura. (Continuación) 

Muestra 
Inóculo 

(UFC/mL) 

Método Convencional 

(UFC/mL) 

Método PetrifilmTM Aqua 

(UFC/mL) 

E. coli 
Enterobacter 

aerogenes 
E. coli 

Colonias atípicas 

termotolerantes 

Nº27 

1,5 x 100 2  1  < 1  < 1  

1,5 x 101 11  35  9  9  

1,5 x 102 115  181  57  4  

Nº28 

1,5 x 100 1  2  1  3  

1,5 x 101 17  33  7  16  

1,5 x 102 144  136  80  17  

Nº29 

1,5 x 100 2  4  < 1  5  

1,5 x 101 23  42  10  12  

1,5 x 102 207  257  98  16  

Nº30 

1,5 x 100 1  2  2  < 1  

1,5 x 101 19  18  7  9  

1,5 x 102 147  207  81  24  

RES, Recuento estimado estándar; MNPC, Muy numeroso para contar. 

 

Las figuras 35 y 36 muestran el crecimiento de las colonias de E. coli y E. aerogenes en el 

inóculo 1,5 x 100 UFC/mL. 
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Figura 35. Crecimiento bacteriano de E. coli (colonia azul) y E. aerogenes (colonia roja) 

en m-Coliblue24 del inóculo 1,5 x 100 UFC/mL de la muestra Nº 2. 

	

	

Figura 36. Crecimiento bacteriano de E. coli (flecha negra) y E. aerogenes (flecha blanca) 

en placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM del inóculo 1,5 x100 UFC/mL a 44,5ºC de la muestra 

Nº 7. 
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Las figuras 37 y 38 muestran el crecimiento de las colonias de E. coli y E. aerogenes en el 

inóculo 1,5 x 101 UFC/mL. 

	

Figura 37. Crecimiento bacteriano de E. coli (colonias azules) y E. aerogenes (colonias 

rojas) en m-Coliblue24 del inóculo 1,5 x 101 UFC/mL de la muestra Nº 25. 
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Figura 38. Crecimiento bacteriano de E. coli (flecha negra) y E. aerogenes (flecha blanca) 

en placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM del inóculo 1,5 x101 UFC/mL a 44,5ºC de la muestra 

Nº 6. 

 

Las figuras 39 y 40 muestran el crecimiento de las colonias de E. coli y E. aerogenes en el 

inóculo 1,5 x 102 UFC/mL. 
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Figura 39. Crecimiento bacteriano de E. coli (colonias azules) y E. aerogenes (colonias 

rojas) en m-Coliblue24 del inóculo 1,5 x 102 UFC/mL de la muestra Nº 28. 

	

Figura 40. Crecimiento bacteriano de E. coli (flecha negra) y E. aerogenes (flecha blanca) 

en placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM del inóculo 1,5 x102 UFC/mL a 44,5ºC de la muestra 

Nº 15. 
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La figura 41 muestra la comparación entre las medias de los recuentos de E. coli en ambas 

técnicas, en esta se puede evidenciar que a medida que aumenta el inóculo, la capacidad de 

recuperación de las placas PetrifilmTM Aqua es menor.  

 

Figura 41. Gráfico de barras comparativo de las dos técnicas para el recuento de E. coli. 

La Tabla 5 muestra los análisis estadísticos, en ellos se puede observar que en los tres 

inóculos la significancia es mayor a 0,05 por lo tanto la diferencia entre ambas técnicas 

para el recuento de E. coli no es significativa estadísticamente.  

 

Tabla 5. Prueba t de student para recuento de E. coli en los métodos estudiados para 

selectividad mediante temperatura. 

Inóculo Concentración Técnica Media 
Prueba t 

Sig. (bilateral) 

1 1,5 x 100 UFC/mL 
Convencional 37,2 

0,594 
PetrifilmTM Aqua 67,77 

2 1,5 x 101 UFC/mL 
Convencional 85,23 

0,915 
PetrifilmTM Aqua 78,3 

3 1,5 x 102 UFC/mL 
Convencional 199,93 

0,092 
PetrifilmTM Aqua 126,9 
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La figura 42 muestra la comparación entre las medias de los recuentos obtenidos en el 

método convencional (Filtración por membrana con m-Coliblue24), las cuales 

corresponden a Enterobacter aerogenes y las medias de los recuentos obtenidos en las 

placas PetrifilmTM Aqua de las colonias atípicas termotolerantes. Se puede evidenciar que 

la capacidad de recuperación de las placas PetrifilmTM Aqua se ve afectada por el 

incremento en el inóculo.  

 

	

Figura 42. Gráfico de barras comparativo entre E. aerogenes y colonias atípicas 

termotolerantes. 

 

La comparación estadística de ambos métodos se realizó mediante la prueba t de student. 

La tabla 6 muestra los análisis estadísticos realizados, en ella se puede observar que no 

existe diferencia significativa en los inóculos 1 y 2, mientras que en el inóculo 3 la 

diferencia es altamente significativa. Esto indica que la productividad de las placas 

PetrifilmTM Aqua de 3MTM se ve alterada por el incremento de temperatura, especialmente 

en inóculos altos, en los cuales no son capaces de recuperar el inóculo inicial. 
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Tabla 6. Prueba t de student para recuento de Enterobacter aerogenes y colonias 

atípicas termotolerantes para selectividad mediante temperatura. 

Inóculo Concentración Técnica Media 
Prueba t 

Sig. (bilateral) 

1 
1,5 x 100 

UFC/mL 

Convencional 44,9 
0,685 

PetrifilmTM Aqua 68,27 

2 
1,5 x 101 

UFC/mL 

Convencional 96,6 
0,784 

PetrifilmTM Aqua 78,97 

3 
1,5 x 102 

UFC/mL 

Convencional 254,13 
0 

PetrifilmTM Aqua 55,13 

 

Allen, Dillman, & Weigl (2007) realizaron un estudio para evaluar la efectividad de 

métodos estandarizados para muestras de agua a temperaturas no estandarizadas, para ello 

usaron 15 cepas de E. coli de diferentes orígenes. Los métodos evaluados fueron 

PetrifilmTM, Colilert®, método EPA 1604, Agar MacConkey II y Medio EC para múltiples 

posillos de fermentación; las temperaturas escogidas fueron 23, 30, 37, 40 y 45 ºC. Los 

resultados mostraron que la mayoría de cepas de E. coli son capaces de crecer a 45ºC, que 

los métodos estandarizados han sido optimizados para su uso a 35 ± 0,2 ºC, sin embargo, 

se evidencia crecimiento en un rango de temperatura de 22 a 42 ºC y que al igual que en 

este estudio la variación de temperatura a 45 ºC afecta el desempeño de los medios 

utilizados. 

Existen varios estudios en los que la temperatura de incubación ha sido utilizada como un 

método selectivo para diferenciar coliformes fecales del resto de bacterias presentes en la 

muestra. Sánchez-Pérez, Vargas-Morales, & Méndez-Sánchez (2000) realizaron un estudio 

en el cual se quiso evaluar la calidad bacteriológica del agua de consumo humano en 

Chiapas, México, para ello se utilizó el método de filtración por membrana en el cual se 

verificó la calidad bacteriológica mediante la detección de coliformes totales y coliformes 

fecales. El análisis de coliformes fecales se realizó incubando en baño maría a 44 ± 0,5 ºC 

con el objetivo de aumentar la probabilidad de detectar este grupo, posteriormente se 

confirmó los resultados positivos mediante la prueba de fermentación de lactosa con un 

medio selectivo para E. coli el cual también fue incubado a 44 ± 0,5 ºC. Los resultados 

obtenidos demostraron que solo el 31% contaba con una buena calidad bacteriológica del 
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agua, además de las 46 muestras de agua evaluadas para coliformes fecales, 36 resultaron 

positivas con crecimiento de E. coli.  

De la misma manera Delgado, Hernández, Hormigo, Hardisson, & Alvarez (1992) 

realizaron un estudio en el cual se buscaba realizar un análisis microbiológico del agua de 

piscinas con dos diferentes orígenes, el uno de abastecimiento público y el otro con agua 

de mar. En ella se evaluaron distintos grupos bacterianos entre los cuales podemos destacar 

coliformes totales y fecales, ambos se realizaron con el método de filtración de membrana 

con el mismo medio de cultivo, únicamente se diferenció su procedimiento por la 

temperatura de incubación la cual fue 37 ºC para coliformes totales y 44,5 ºC para 

coliformes fecales. Los resultados mostraron que la piscina con agua proveniente del mar 

no cumple con las condiciones sanitarias establecidas, ya que presentó valores fuera de los 

límites de coliformes totales, fecales y de otras bacterias estudiadas.  
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7 CONCLUSIONES 

1. La comparación del método convencional (Filtración por membrana con m-

Coliblue24) con el método de las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM para recuento 

de coliformes indica que la capacidad de recuperación de dichas placas es 

aceptable, tomando en cuenta el inóculo empleado en cada una de las muestras. 

También se puede apreciar que el microorganismo interferente no se desarrolló en 

ninguno de los dos métodos empleados, lo que demuestra la selectividad de las 

placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM para recuento de coliformes. 

2. La prueba de t de student demuestra que al utilizar como matriz agua potable, la 

capacidad de detección de las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM para recuento de 

coliformes es comparable con el método tradicional, siendo así posible su uso en el 

análisis de este tipo de agua.  

3. La comparación de los métodos para determinar la capacidad de las placas 

PetrifilmTM Aqua de 3MTM para diferenciar entre coliformes fecales y totales 

mediante variación de temperatura, muestra que existe una disminución de la 

capacidad de recuperación de las placas PetrifilmTM Aqua a medida que el inóculo 

aumenta. Esto sugiere que su uso en tales condiciones se ve limitado para muestras 

de agua cuyos antecedentes demuestren que su nivel de contaminación es bajo.  

4. El aumento de la temperatura en las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM provoca que 

el crecimiento de algunas colonias se vea afectado. En este ensayo se utiliza un 

inóculo conformado únicamente de bacterias coliformes, lo cual permite la 

comparación de Enterobacter aerogenes con las colonias atípicas termotolerantes. 

El alterar el factor temperatura no es suficiente para que las placas PetrifilmTM 

Aqua de 3MTM para recuento de coliformes, sean capaces de diferenciar entre 

coliformes totales y fecales. 

5. Las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM establecen que las características de las 

bacterias coliformes debe ser: colonias rojas con halo y asociadas a burbujas. Al 

variar únicamente la temperatura, en el análisis de muestras de agua, no permite la 

diferenciación entre colonias de bacterias coliformes fecales y coliformes totales, 

ya que el crecimiento de las colonias coliformes no termotolerantes se ve afectado, 

es por ello que es factible el recuento de bacterias coliformes fecales pero no el 

recuento del resto de coliformes.	  
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8 RECOMENDACIONES 

1. Se recomienda realizar un ensayo en el que se verifique la cantidad óptima con la 

que el caldo Letheen neutraliza el cloro residual, así como la posibilidad del uso de 

otros agentes reductores distintos a caldo Letheen y tiosulfato de sodio al 3% que 

puedan ser utilizados para neutralizar  el cloro residual sin interferir con el 

desarrollo bacteriano en las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM. 

2. El alterar el factor temperatura no es suficiente para que las placas PetrifilmTM 

Aqua de 3MTM diferencien entre coliformes fecales y totales por este motivo si se 

quiere lograr este objetivo se recomienda realizar un ensayo más profundo en el 

cual se utilicen diferentes cepas bacterianas no pertenecientes a coliformes que sean 

capaces de crecer en las placas PetrifilmTM Aqua de 3MTM. 
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10 ANEXOS 

Anexo  1. Certificado de análisis de Escherichia coli ATCC 25922 
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Anexo  2. Certificado de análisis de Enterobacter aerogenes ATCC 13048 
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Anexo  3. Certificado de Análisis de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
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Anexo  4. Registro de Temperatura de la Refrigeradora con congeladora Ecasa 
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Anexo  5. Registro de Temperatura de la Incubadora Memmert 
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