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promising results when evaluated it by using the bacterial in-

dicator Escherichia coli (E. coli). However, it has also shown
that E. coli is less resistant to disinfection than other enteric bacteria
such as Salmonella sp. This study proposes to evaluate the effective-
ness of the plate count and NMP techniques against the gold standard
DVC-FISH for the quantification of Salmonella sp. present in arti-
ficial water treated with the photo-fenton disinfection process. For
the study, diagnostic tests were performed to calculate the sensitivity,
specificity, and predictive values. The study found that the traditional
plate count and NMP method, have a higher sensitivity when there
is a high concentration of the bacteria. However, when the bacteria
concentration is 10? dilutions, the sensitivity is 51% with the plate
count technique and 100% with the NMP technique. In conclusion,
the process of disinfection with Foto-fenton, the bacteria couldn 't
be inactivated or totally inhibited because the bacteria had reversible
damages that made them viable but it cannot be cultivated in the
method of plate count. It couses high false negative result with this
method, but in the NMP method, it became quantifiable whith lower
concentrations of the bacteria.

g bstract: Advanced water disinfection processes have shown
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Resumen: Los procesos avanzados de desinfeccion de aguas han ar-
rojado resultados prometedores al ser evaluados utilizando el in-
dicador bacteriano Escherichia coli (E. coli). Sin embargo, también
se ha demostrado que E. coli es menos resistente a la desinfeccion
que otras bacterias entéricas como Salmonella spp. Este estudio pro-
pone evaluar la efectividad de las técnicas recuento en placa y NMP
frente al gold estindar DVC-FISH para la cuantificaciéon de Salmo-
nella sp., presente en aguas artificiales tratadas mediante el proceso
de desinfeccion foto-fenton. Para el estudio, se realizaron pruebas
diagndsticas donde se calcul6 la sensibilidad, especificidad y valores
predictivos. Se observé que el método tradicional recuento en placay
NMP, tienen una mayor sensibilidad cuando hay alta concentracién
bacteriana. Sin embargo cuando se tiene a una dilucién 102, la sen-
sibilidad es del 51% con la técnica recuento en placa y del 100% con
la técnica NMP. En conclusion, el proceso de desinfecciéon con Fo-
to-fenton, las bacterias no lograron ser inactivadas o inhibidas total-
mente, debido a que presentaron dafios reversibles que las hacen via-
bles no cultivables en los métodos de recuento en placa presentando
altos falsos negativos, pero en medios liquido como el método NMP
se hizo cuantificable al tener bajas concentraciones de la bacteria.

Palabras clave: Salmonella spp; Nimero Més Probable (NMP); pro-

ceso de oxidacion avanzada; Recuento en placa; DVC-FISH y Vali-
dacién de métodos.
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1. INTRODUCCION

El acelerado crecimiento demografico, experimentado en los ulti-
mos 80 afios ha generado un deterioro progresivo de la calidad de las
fuentes naturales de agua. Los desechos descargados en estas fuentes
contienen y propician el desarrollo de una gran diversidad de organ-
ismos patégenos, como virus, bacterias, protozoos, hongos y huevos
de helmintos. Estas aguas contaminadas representan un riesgo espe-
cialmente para comunidades rurales donde la cobertura y calidad del
servicio de potabilizacion es deficiente [1]. Los procesos de desinfec-
cién no siempre estan presentes en estas comunidades puesto que
se presentan dificultades en el acceso al agente desinfectante, en su
almacenamiento, manipulacién, y se carece de capacidad técnica
para llevar a cabo el proceso [2]. Lo dicho anteriormente hace que se
facilite el aumento de eventos de interés en salud publica de origen
gastrointestinal, relacionados con el consumo del agua, [3,4] y entre
estos tenemos Enfermedad Diarreica AGUDA -EDA-, Intoxicacién
alimentaria, Hepatitis y otras [4,5].

La Organizacion Mundial de la Salud notifica que la enfermedad di-
arreica aguda (EDA) ocasiona el 4% de todas las muertes y el 5%
de pérdida de la salud por discapacidad, a nivel mundial. Asimismo
constituye un problema de salud publica a nivel mundial, con una
incidencia de 4 mil millones de episodios (nuevos casos) al afo. Fi-
nalmente, el 80% de estas muertes acontecen en los menores de 5
afios, por lo tanto factores como el agua, el hacinamiento y la mal-
nutricién favorecen la frecuencia, diseminacién y gravedad de las
diarreas [4,6].

En Colombia los agentes causantes de EDA, que se vigilan a través
de Salud Publica y el Instituto Nacional de Salud son: E. coli, O157:
H7, Shigella spp, Campylobacter spp, Vibrio cholerae y Salmonel-
la spp. La Salmonella serovariedad Typhimurium, ocupa el primer
puesto como agente causante de EDA, desde el afio 2004 INS [7]. Por
esta razon son fundamentales las Pruebas Diagndsticas eficientes,
es decir con una alta especificidad, sensibilidad y valores predictivos
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negativos y positivos [8]. Asi mismo se debe tener en cuenta que el
diagnostico del 90% de los eventos de Interés en Salud Publica se ha-
cen por pruebas diagnostica y el 10% se hace por clinica.

Por otro lado, existen limitaciones en las pruebas diagndsticas para
determinar la inocuidad de los alimentos en cuanto a Salmonella
spp, debido a que existen métodos de presencia-Ausencia y no de
cuantificacion. Asi mismo existe otra limitacion al evaluar la calidad
del agua, cuando se emplea microorganismos coliformes a modo de
indicadores de contaminacion fecal, como tradicionalmente se ha
venido haciendo en Colombia al reconocer el indicador estandar
Escherichia. coli (E.coli). Sin embargo, se ha demostrado que la aus-
encia de (E.coli), no implica inocuidad de las aguas tratadas, puesto
que se presentan marcadas diferencias en la resistencia al tratamiento
y comportamiento ambiental de los diferentes patégenos, e incluso,
de otros microorganismos indicadores. También se ha encontrado
que no existe correlacion entre E.coli y Salmonella sp. Esto indica que
el hecho de que no se encuentre E.coli en una muestra, no implica
necesariamente la ausencia de otros patégenos [9].

La cloracion es el método mas usado para desinfeccion de aguas para
consumo, pero la formacién de subproductos cancerigenos durante
su aplicacién ha motivado el estudio de procesos alternativos [10].
. Los procesos de oxidacion avanzada (PAOS) han arrojado resul-
tados prometedores, al ser evaluados utilizando el indicador bac-
teriano Escherichia coli (E. coli) [11,12], con el método recuento en
placa. Sin embargo, también se ha demostrado que E. coli es menos
resistente a la desinfeccion que otras bacterias entéricas como Shi-
gella'y Salmonella, y que estos procesos generan bacterias viables no
cultivables, las cuales no son detectables en medios so6lidos. Dadas
las anteriores consideraciones el objetivo de este trabajo consistio en
validar un método de cuantificacion de estas bacterias que sea rapi-
do, econémico, facil de manipular y confiable, como es la técnica de
Numero Més probable NMP.

Esta investigacion genera un gran impacto en el drea ambiental de-
bido a que en Colombia es la primera investigacion que se realiza,
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comparando métodos moleculares con métodos convencionales
para cuantificar bacterias estresadas especificamente, Salmonella spp,
después de un proceso de desinfeccion. Por tal motivo, los resultados
obtenidos de esta validacion se podra emplear en un futuro para
cuantificar Salmonella spp., en las diferentes plantas de tratamien-
to de agua del pais. Aportando al desarrollo una metodologia que
cuantifica Salmonella sp, en los procesos de desinfeccion de aguas
con métodos tradicionales o avanzados como el utilizado en esta in-
vestigacion, Foto-fenton. Por otro lado, aporta evidencia para medir
la magnitud de los eventos de Interés en Salud Publica, al aumentar
el nimero de casos detectados, mejorando los protocolos de calidad
del agua e identificar tempranamente los eventos de inicio brotes
para un efectivo control.

2. MATERIALES Y METODOS

El trabajo de campo se desarrolld en el campus de la Universidad del
Valle, en el drea de Ingenieria sanitaria ambiental y el estudio micro-
biologico se realizo en el laboratorio de Microbiologia Ambiental de
la Universidad del Valle. Este trabajo fue financiado por el proyecto
BIOSOLAR- DETOX en el marco del convenio cooperaciéon EPFL
(Ecole Polytechnique Fédérale de Laussane) de Suiza y Univalle.

En este trabajo se realizé fotocatalisis a la cepa ATCC 15490, de Sal-
monella serovariedad Typhimurium, para evaluarla por los tres mét-
odos microbioldgicos NMP, recuento en placa y Conteo directo de
bacterias viables, HIBRIDACION IN-SITU (DVC-FISH), validando
asi la técnica del NMP para Salmonella sp., cuando esta estresada
por Foto-Fenton. Se aclara que primero se realiz6 productividad y
selectividad de medios, luego se estandarizé el NMP para Salmonel-
la, pero estos datos ya fueron publicados en articulo, [13], por lo tan-
to en este capitulo de libro nos centraremos solo en la validacion del
NMP, para cuantificar Salmonella cuando ha pasado por un proceso
de desinfeccion (posiblemente viable no cultivable), datos obtenidos
de la tesis [14].
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2.1. Descripcion de la validacion del NMP.

Se le realiz6 fotocatalisis homogénea a la cepa de Salmonella serova-
riedad Typhimurium ATCC 15490. Al producto tratado se le midié
en contenido bacteriano usando tres métodos: el NMP estandariza-
do, recuento en placa en agar nutritivo y con el método estandar de
oro, para lo cual se seleccioné el método de Conteo Directo de bac-
terias viables por Hibridacion In-situ (DVC-FISH)

2.2. Ensayos de fotocatalisis homogénea in vitro.

Reactores. Se emplearon reactores tipo batch fabricados en vidrio
tipo Pirex con una capacidad de 80 mL y un didmetro de 3.5 mL,
con una tapa del mismo material.

Equipo. Para los ensayos fotocataliticos se empled un simulador so-
lar SUNTEST de HANAU, que funciona con una lampara de xen6n
de 1000 W de potencia, emitiendo un espectro compuesto por 0.5%
de los fotones de longitud de onda de 300nm (UV- C) y alrededor del
7% entre 300 y 400 (UV- B, A). El espectro emitido entre 400 y 800
nm es comparable que al espectro solar.

Catalizador. Se empled el oxidante peréxido de hidrégeno, el cual
es usado en muchos sistemas directamente o con un catalizador, por
otro lado, el catalizador usualmente mas utilizado para este proceso
es el denominado “Sulfato de hierro”.

2.2.1.Técnicas de recuento a emplear.

NMP. Después de tratadas, las bacterias con fotocatalisis se realizo el
recuento por el NMP, que es el método que se propone para contar
este tipo de bacterias. Se uso en la fase presuntiva caldo Lactosado
(Difco) y en la fase confirmativa caldo Rappaport (Merck).

DVC-FISH. En este paso se combinan los métodos de DVC y FISH
para enumerar bacterias del género Salmonella, lo primero que se
hace es tomar las muestras de solucion salina al 085% con Salmonella
serovariedad Typhimurium, que han sido tratadas con Foto-Fenton
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y se diluyen en agua Peptonada al 0.1% (Oxoid) en 6 diluciones; se-
guidamente se adicionan en un tubo con caldo lactosado (Difco)
y extracto de levadura y antibidtico, esto con el objetivo de elongar
las células bacterianas viables. Lo que hace el antibidtico es evitar
que se multiplique la bacteria, evitando que se aumente el recuento
bacteriano inicial, porque inhibe la biparticion en el septo bacteriano
[15]. Asimismo, en esta fase lo que sucede es que las bacterias es-
tresadas por el proceso de desinfeccion como el Foto-Fenton toman
las proteinas del caldo y se reactivan, elongandose con el antibidtico.
Posteriormente, se fijaron las células bacterianas con Paraformalde-
hido al 4% para luego hibridarse con las sondas correspondientes
para poder hacer el conteo de bacterias viables. Finalmente, se conté
o el numero de bacterias fluorescentes en un microscopio adaptado
para tales fines, con el filtro DAPI y Fluorocromo DAPI.

Recuento en placa. Después de realizada la fotocatélisis con el Fo-
to-Fenton se realizaron 6 diluciones en agua Peptonada al 0.1% (ox-
oid) y se procedio a sembrar en agar nutritivo (Merck) 100 ul de
muestra, por duplicado y se incubaron las cajas a 35+/-1°C por 18-
24 horas. Después se hicieron los recuentos.

Por ultimo se compararon los recuentos tanto de recuento en placa,
DVC-FISH y NMP.

Sondas. Se us6 la sonda, Sal 3; 5'- AATCACTTCACCTACGTG
-3’(Microsynth), para hibridizar el 23S rRNA de Salmonella serova-
riedad Typhimurium, segiin Nordentoft y colaboradores [16].

2.2.2.Filtros para Microscopio de Fluorescencia. Filtros DAPI

Procedimiento. Lo primero que se hizo fue reactivar la cepa ATCC,
que estaba preservada en glicerol al 30%, como en los anteriores pro-
cedimientos, se partié de un cultivo de 18 horas de incubacion en
caldo nutritivo ( Oxoid), en segundo lugar se le hicieron lavados con
el agua Peptonada bidestilada Milli-Q al 0.1% y se ajusté la concen-
tracion inicial a una concentracién de 1.5x10* UFCmL™" con la escala
de McFarland # 0.5, seguidamente se llevo a una concentracién final
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de 1.5x10° UFCmL" en 600 mL de solucion salina al 0.85%: una vez
en este punto, se hizo la siembra en los tres métodos, recuento en
placa, NMP y DVC-FISH, para medir concentracion inicial.

Muestreo tiempo cero. Se toman 1 mL de muestra del erlenmeyer
que contiene una concentracion final de 1.5 x10° UFC mL" suspen-
didas en 600 mL de solucion salina al 0.85% y se siembran en 9 mL
de agua Peptonada al 0.1%, haciéndose 6 diluciones seriadas. Segui-
damente se siembran 1 mL de estas diluciones en 9 mL de caldo
lactosado (Difco) se incuban a 35°C x 18-24 horas, inicidndose la fase
presuntiva del NMP.

Por otro lado se toman 9 mL del erlenmeyer con concentracion 1.5
x10°  bacterias de Salmonella serovariedad Typhimurium y se le
adiciona 1 mL de antibidtico dcido Nalidixico a 40ug/ mL mas 1
mL del caldo Lactosado (Difco) con el extracto de levadura, se in-
cubd por 18 horas en oscuridad a 35°C, empezando asi la primera
fase del DVC-FISH. En donde el fundamento del antibiético como
ya se habia descrito anteriormente, es elongar las bacterias viables,
pero evitando la biparticion de la bacteria es decir su multiplicacion
porque actia a nivel del septo bacteriano.

Del mismo erlenmeyer con concentracién bacteriana de 1.5 x10
UFC mL"se toman 100ul de muestra directamente y se siembran
en agar nutritivo con el asa de vidrio, esto se hace por duplicado y se
incuban por 24 horas a 35°C, de esta manera se mide el tiempo cero
por los tres métodos de recuento.

Preparacion de soluciones. Posteriormente se prepararon las solu-
ciones para hacer la fotocatalisis con Foto-Fenton, entonces se partié
de los reactivos FeSO4-7H,O (Merck) y H O, (olabs 30%).y se lle-
varon inicialmente a una concentraciéon de 2000 pmm el H O,y a
200 pmm el ion Fe**. Después, se agregaron 80 mL de solucién salina
al 0.85%, que contenia la cepa Salmonella serovariedad Typhimuri-
um ajustada a una concentracion de 1.5x10° UFCmL", a los 7 reac-
tores tipo Pirex’, luego se adicionaron los reactivos de la desinfeccion
llevandose a una concentracion final de 2 ppm de Fe** y 20 ppm de
H,O,, dentro de los reactores. Como se colocaron de a 7 reactores por
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experimento en el simulador solar SUNTEST de HANAU, se eligié
un reactor tapado con papel, como control negativo del experimento
y finalmente se inicid la desinfeccién por 10 minutos. En segundo
lugar después de la desinfeccion con Foto-Fenton se procedi6 a hacer
6 diluciones por reactor en aguas peptona al 0.1%(Oxoid) y se sem-
braron en los 3 métodos, recuento en placa, NMP y DVC-FISH, para
evaluar los recuentos bacterianos. Y asi sucesivamente se realizaron
los experimentos hasta completar un total de 52 muestras tratadas
con Fotofenton, segun disefio planteado.

Muestreo después de los 10 minutos de desinfeccion. Se retir6 al
azar uno de los reactores de cada experimento. Siete en total. Frente
al mechero, y con la mayor agilidad posible, se tomé una muestra
de ImL (con una micropipeta de volumen fijo y una punta estéril
diferente para cada reactor) del centro de cada uno de los dos reac-
tores retirados y a 1cm de profundidad (aproximadamente). Seguid-
amente, se depositd la muestra de cada reactor en un tubo con 9mL
de agua peptonada estéril (0.1%) (Oxoid). Posteriormente se taparon
los reactores y se regresaron de inmediato al simulador solar, e inme-
diatamente se llevaron a la oscuridad (a temperatura ambiente) para
evaluar reactivacion.

Como ya se mencion6 anteriormente, después de los 10 minutos
de desinfeccion, las muestras de 1 mL extraidas de cada reactor y
depositadas en los tubos con 9 mL de agua Peptonada al 0.1%, se
utilizan para hacer diluciones decimales seriadas. Seguidamente se
siembra en superficie 100l de las 6 diluciones por duplicado en cada
medio de cultivo agar nutriente (Oxoid). Posteriormente se incuban
por 24 horas a 35°C y finalmente se hace el conteo de las UFC pre-
sentes en cada caja.

Por otro lado, de las mismas diluciones se transfiere 1 mL de muestra
a 9 mL de caldo lactosado (Difco) haciendo las 6 diluciones de cada
reactor, se incuban a 35°C por 24 horas, empezando asi la fase pre-
suntiva del método NMP.

Finalmente los 8.8 mL de muestra sobrante de cada dilucién se le agre-
ga 1 mL de antibiético a 40ug mL"' junto con 1 mL de caldo Lactosado
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con extracto de levadura, incubando, estos tubos en oscuridad por 18
horas a 35°C. Dando inicio a la primera fase del DVC-FISH. Toda la
metodologia de esta fase se puede apreciar en la figura 1b.

Evaluacion de la Reactivacion bacteriana. Con el objetivo de ver si
existe un efecto residual post-tratamiento sobre la Salmonella y de-
terminar el tiempo minimo de exposicion para obtener desinfeccion
total del agua, en este trabajo se almaceno a temperatura ambiente
y en la oscuridad los reactores con el agua artificial tratada, poste-
riormente se realiza siembras en los tres métodos recuento en placa,
NMP y DVC-FISH, a las 48 horas después, de haber terminado los
tratamientos foto asistidos.

2.3. Analisis Experimental.

Tipo de estudio. Estudio Experimental

Poblacion. Se emplearon cepas ATCC 15490 de Salmonella serovar-
iedad Typhimurium, que fueron tratadas o estresadas con fotocatali-
sis homogénea.

Tamaifo de muestra. Se plante6 que la técnica DVC-FISH es el gold
estandar para conteo de bacterias viables no cultivables, donde su
Especificidad (E)) es del 99% y su Sensibilidad (S) del 99% segun
Legues y Diaz [17]. Se utilizé el tamafio de muestra para estudios de
validacion de criterio, teniendo en cuenta que lo que se quiere medir
es una proporcion poblacional, donde el valor real de la proporcién
en la poblacion esperada es S_ (Sensibilidad del gold estdndar), con-
siderando un nivel a de significacién y un poder (1-f) para detectar
diferencias estadisticamente significativas entre ambas proporciones
S, v S, (Sensibilidad método a evaluar) [18].

Igualmente la proporcion esperada de Eo (Especificidad del gold es-
tandar) considerando un nivel a de significacién y un poder (1-f)
para detectar diferencias estadisticamente significativas entre ambas
proporciones E_y E, (Especificidad método a evaluar).
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Teniendo en cuenta que se definieron para la apropiada validez de las
pruebas, una Especificidad (E,) del 90% y una Sensibilidad (S,) del
90%, valores minimos comparables con el método gold estandar (
DVC-FISH), los cuales son del 99% respectivamente [17], el tamafio
de muestra se escogio bajo los siguientes parametros:

Valor de Z, =164 (Un nivel de confianza del 90%)

Valor de Z(I_B) = 1,04 (Poder de la prueba del 85%)

Muestra para sensibilidad; n= 29 muestra

Muestra para especificidad; n= 29 muestras

Obteniendo finalmente un tamafio de muestra total de n=58. Este
tamafno de muestra se rea justo por potenciales pérdidas durante el
experimento, que por recomendacién de expertos en muestreo se
considerd en un 10%. Asi el tamafio de muestra definitivo fue de 35
para medir sensibilidad y 35 para medir especificidad.

2.4. Diseno Experimental. Pruebas Diagndsticas.

2.5. Seleccion capacitacion y supervision del personal del
laboratorio.

Teniendo en cuenta que se necesitaba personal con un alto perfil
para la ejecucion del experimento, se selecciond una estudiante de
ultimo semestre de biologia para entrenarla en el método de NMP
y recuento en placa, a una estudiante de maestria en microbiologia
para entrenarla en el método molecular DVC-FISH y se entrené
como apoyo para el conteo de recuento en placa a una estudiante de
epidemiologia. La capacitacion se enfocd hacia el buen manejo y eje-
cucioén del protocolo correspondiente al método o prueba asignada,
asi como el buen registro de los datos en Excel. Todo esto coordinado
y supervisado por la coordinadora del laboratorio de Microbiologia
Ambiental y Biotecnologia de la Universidad del Valle.
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2.6 Recoleccion y administracion de datos. La informacién
se recolectd en Bitacoras, una para cada método o prueba, donde
se registraron las acciones que se llevaron a cabo en el experimento.
Dicha bitacora contiene todos los sucesos de los experimentos, las
fallas que se produjeron, los cambios que se introdujeron y resultado
de los mismos. Posteriormente los resultados obtenidos del conteo
de las tres técnicas también se registraron en medio magnético (Ex-
cel version 97-2003). Se contd, con el apoyo del jefe o directora del
laboratorio quien custodia toda la informacién recolectada en medio
tisico y magnético.

2.7 Método de analisis estadistico. Después de realizada la fo-
tocatalisis con Foto-Fenton a muestras de solucién salina al 0.85%,
(que tenian presente cepas ATCC 15490 de Salmonella serovariedad
Typhimurium, a una concentraciéon de 10° UFC mL", que estaban
dentro de los reactores de 80 mL, los cuales fueron la unidad exper-
imental), se realizd la cuantificacion bacteriana por los tres métodos
NMP vy recuento en placay se compararon los resultados frente a los
recuentos hechos con el estandar de oro DVC-FISH. El programa de
captura para la informacion de los tres métodos microbioldgicos se
disen6 en Excel version 97-2003; en la captura se realizé control de
entrada de datos y se usd la técnica de doble digitacion para garan-
tizar la calidad de los mismos. Aqui se hizo entrega de los resultados
a la estudiante de Maestria en Epidemiologia para revision y proc-
esamiento, quién fue la misma estadistica. Una vez revisada por el
profesional en estadistica se procedio a exportar la base de datos al
programa estadistico SPSS version 19,0.

El analisis estadistico se realizé inicialmente mediante andlisis de-
scriptivo de los conteos en los tres métodos antes y después de la
desinfeccion por foto-Fenton, sin antes realizar una transformacion
a una base logaritmica base 10. Para posteriormente identificar la
media + desviacion estandar e intervalo de confianza (IC) del 95%,
segun el caso. Posteriormente, esta variable respuesta cuantitativa se
convirtié en una variable cualitativa dicotomica ([+] si detecto bac-
terias viables 6 [-] sino detectd bacterias viables), con el objetivo de
medir la capacidad discriminatoria de las técnicas recuento en placa
y NMP frente al gold estindar DVC-FISH, donde se calcularon: la
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sensibilidad, especificidad, segun [8,19] valor predictivo negativo
y valor predictivo positivo segun Fernandez [8], de cada uno de los
métodos. Por consiguiente se validé el NMP, mediante las Pruebas
de Diagnostico, para cuantificar bacterias patdgenas (Salmonella Ty-
phimurium), cuando han sido sometidas a un proceso de desinfec-
cién por Foto-Fenton. Ver en la tabla 1 y 2 las variables a tener en
cuenta en los dos métodos de recuento DVC-FISH y NMP.

Tabla 8. Definicion de variables

. Tipo de .
Variable P Escala Unidad
variable
Recuento Cuantitativa dis- ) .
De razén Bacteria/ mL
DVC- FISH creta
Cuantitativa dis- ,
Recuento NMP De razén NMP/ 100 mL
creta
Cuantitativa dis- .
Recuento en Placa . De razén UFC/ mL
creta

Tabla 9. Definicién de variables DVC-FISH

) Tipo de .
Variable p Escala Unidad
variable
Recuento DVC-  Cuantitativa dis- , .
De razén Bacteria/ mL
FISH creta
Cuantitativa dis- ,
Recuento NMP De razén NMP/ 100 mL
creta
Cuantitativa dis- ,
Recuento en Placa De razén UFC/ mL
creta
. . Bacteria / mL con
Tipo de microor- L . .
cualitativa Nominal tratamiento foto

ganismo ..
catalitico
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Figura 33. Diagrama de Flujo del Proceso Metodologico para la Validacién

de la Técnica NMP,
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Figura 34. Diagrama de Flujo del Proceso Metodoldgico para la Validacion

de la Técnica NMP.
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3. RESULTADOS

3.1 Cuantificacion de Salmonella serovariedad Typhimuri-
um, por los tres métodos, DVC-FISH, NMP y recuento en
placa, en tiempo inicial y a los 10 minutos de aplicar el pro-
ceso de desinfeccion con Foto-fenton.

La figura 2 muestra la variaciéon de la cuantificaciéon de la concen-
tracion inicial bacteriana detectada por los tres métodos, encontran-
dose que para el recuento en placa la variacion fue de 1.2 unidades
logaritmicas, comparado frente al DVC-FISH que detect6 5.4 uni-
dades logaritmicas. Asimismo, al hacer la comparacién con el mét-
odo del NMP, frente al DVC-FISH, se encuentra una variacion de
0.8 unidades logaritmicas. Es preciso resaltar que al momento de
esta medicidn aun las bacterias no han sido expuestas al proceso de
desinfeccion.

Igualmente, en esta figura se puede apreciar que después de los 10
minutos de exposicion al proceso de desinfeccion con Foto-fenton
(2ppm de Fe** y 20ppm de H,0,), el recuento en placa disminuye
notablemente al compararse con el recuento inicial, con una varia-
cién de 2 unidades logaritmicas, al igual que el método DVC-FISH,
mientras que el NMP solo presentd una diferencia de 0.09 unidades
logaritmicas. Observandose entre métodos que el DVC-FISH, fue
el que mas detectd bacterias en el conteo inicial, sin el proceso de
desinfeccion, mientras que el NMP, fue el que detectd después de 10
minutos de desinfeccion. Por lo anteriormente dicho y teniendo en
cuenta que el método del NMP utiliza caldos enriquecidos, se puede
concluir que este factor hace que se multipliquen las bacterias y se
sobre estime el recuento, cuando se lleva poco tiempo en la desinfec-
cioén con Foto-fenton.
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Figura 35. Cuantificacion de Salmonella TYPHIMURIUM, por los tres
métodos, DVC-FISH, NMP y recuento en placa, en tiempo inicial y a los 10
minutos de aplicar el proceso de desinfeccion con Foto-fenton (2ppm de Fe2+

y 20ppm de H202)
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3.2 Evaluacion de las medidas de validez, de los métodos de
recuento en placa y NMP, frente al método DVC-FISH, para
la cuantificacion de inactivacion bacteriana con Foto-fenton
alos 10 minutos de exposicion.

En las tablas 3 - 4 y figura 3 se resumen los resultados obtenidos en
las muestras contaminadas con Salmonella serovariedad Typhimuri-
um y con 10 minutos de exposicion a la desinfeccion con Foto-fenton
(2ppm de Fe2+ y 20ppm de H,O,) y evaluadas por los tres métodos,
se observa que el método tradicional recuento en placa y NMP, pre-
sentan un comportamiento similar en la primera dilucién, porque de
35 muestras (verdaderamente positivas con Salmonella serovariedad
Typhimurium), estos dos métodos detectan correctamente dichas
muestras. Entonces se observa que las dos técnicas evaluadas tienen
una mayor sensibilidad cuando la concentracion bacteriana es alta.
Por el contrario cuando pasamos a una dilucion 1072, el método de
recuento en placa, la sensibilidad pasa al 51%, lo que significa que de
las 35 muestras detectd como positivas para Salmonella serovariedad
Typhimurium la mitad (18 muestras), en cambio NMP, present6 una
Sensibilidad del 100%. Lo cual se traduce que el método NMP detec-
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ta correctamente las 35 muestras que son verdaderamente positivas
segun el Gold estdndar.

Cuando se evaldan estos dos métodos en la dilucion 10~ se observa
que la sensibilidad para el recuento en placa baja al 11%, mientras
el NMP, se conserva al 100%, lo que indica que NMP, a esta concen-
tracion de bacterias retne los criterios para continuar con el proceso
microbiolégico de deteccion de bacterias cuando la concentracion
es baja. No obstante los resultados para especificidad no se observan
porque el método DVC-FISH, no detecté muestras negativas hasta
estas primeras 3 diluciones (10'-107)

Al evaluar las tres ultimas diluciones (10, 10° y 10°). Se observa
que para el método recuento en placa ya su sensibilidad pas6 al 0% y
su especificidad toma el 100%, es decir que este método convencion-
al en diluciones muy bajas no es nada sensible para detectar bacterias
en estado viable no cultivable pero si presenta una alta especificidad
para determinar aguas que no tiene presencia de Salmonella en este
estado. A la par se observa, que en la dilucién 10 este método clasifi-
ca o determina como falsos negativos 28 de las 35 muestras. Al igual
que en 107 20 muestras y 1 muestra en 10°.

En el caso del NMP en estas ultimas tres diluciones, presenta un com-
portamiento diferente al de recuento en placa, por cuanto clasifico 6
positivas frente a 28 positivas de acuerdo al método de referencia
(DVC-FISH), obteniendo una sensibilidad del 21% y clasificando
como falsos negativos 22 muestras. En el caso de la especificidad en
esta dilucion, toma un valor del 71% dejando como falsos positivos 2
de las 7 muestras negativas segun el método de referencia.

Por otro lado, en las diluciones 10° y 10° el método NMP bajé la
sensibilidad a un 0%, dejando como falsos negativos 20 y 1 muestras
respectivamente, teniendo en cuenta que el método de referencia los
clasific6 como positivos. En el caso de la especificidad el NMP en la
dilucién 10~ la aumentd en 93% dejando un 1 muestra como falsa
positiva de las 14 negativas detectadas por DVC-FISH. Para la dilu-
cion 107 la especificidad aumentd en un 100%, lo que implica que el
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método NMP clasificd correctamente 14 muestras que igualmente el
método de referencia clasificd como negativas.

En cuanto a los valores predictivos positivos y negativos para el mét-
odo Recuento en placa fueron del 100% en las primeras 3 diluciones
(107,102 y 107°) y 0% para las 3 ultimas diluciones(104,10° y 10°),
por el contrario los negativos fueron del 0% para las 3 primeras dilu-
ciones ( 107,10y 107) y del 20% paral0*, seguida del 43% para 10~
y finalmente del 97% para la dilucién 10°.

Comparando estos datos con el método del NMP, se encuentra que,
NMP presenta unos valores predictivos positivos del 100%, para las
primeras 3 diluciones (10°10%y 107), un 75% para la dilucién 10*y
un 0% para las diluciones 10°°. En otro sentido los valores predictivos
negativos fueron del 0% para las 3 primeras diluciones (107,107 y
107), del 18% para la dilucién 10* y del 41.2% para las dos tltimas
diluciones 10°y 10

Tabla 10. Medidas de validez del método Recuento en Placa, al evaluar des-
infeccion con Foto-fenton (2ppm de F2+ y 20ppm de H202), para Salmone-
lla serovariedad Typhimurium, a los 10 minutos de exposicion.

, DVC X
f;’;‘if)‘r‘l Mei°d° FISH | Sensibilidad Escli’;;ilﬁ' VPP | VPN
10! + 35 100% - 100% | -
Total | 35
10 + 18 51% - 100% | -
: 17
Total | 35
10° + 4 11% - 100% | -
RECUENTO | _ 31
EN PLACA
Total | 35
10+ - 28 |7 [0% 100% - 20%
Total | 28
10° - 20 |15 [0% 100% - 43%
Total | 20 15
10° - 1 |34 0% 100% - 97%
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Tabla 11. Medidas de validez del método NMP, al evaluar desinfeccion con
Foto-fenton (2 ppm de F2+ y 20 ppm de H202), para Salmonella serovarie-
dad Typhimurium, a los 10 minutos de exposicion
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Figura 36. Especificidad y sensibilidad del NMP y recuento en placa, com-
parados con el método de Referencia o Gold estdndar, a los 10 minutos de
desinfeccion con Foto-fenton (2ppm de F2+ y 20ppm de H202).

100% 4

J0% 7 1

50% 1 1 1 W Especificidad
40% - B Sensibilidad
30%
20% 4

10% -

10* 10 10° 10 10° 10° 100 102 10° 10° 10° 10%

NMP RECUENTO EN PLACA

3.3 Evaluacion del proceso de desinfeccion- Fotocatalisis Ho-
mogénea Foto-fenton

Inicialmente se evalud la respuesta de Salmonella serovariedad Typh-
imurium a la radiacién directa de un simulador solar, con presencia
del catalizador como FeSO,-7H,O(Merck) y H,O,( Molabs 30%) que
fueron llevados a su vez a unas concentraciones finales de (2ppm de
Fe**y 20 ppm de H 0O,)
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Figura 37. Evaluacion de la Sensibilidad de los métodos DVC-FISH, NMP y
recuento en placa, para cuantificar Salmonella serovariedad Typhimurium,
al realizarse Foto-fenton, (2ppm de Fe2+ y 20 ppm de H202), a través del

tiempo (10, t 10min, t 30min, t 60min, t 90min, t 240 min y reactivacion a

las 48h).
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Al realizar el seguimiento de la concentracion bacteriana se obtiene
curvas de desinfeccion caracteristica de concentraciéon bacteriana
viables totales contra el tiempo de desinfeccion. En gran niimero de
investigaciones se ha observado que dichas curvas presentan tres zo-
nas importantes. La primera esllamada hombroy en esta se observa
una disminucién lenta de la concentracion bacteriana ya que en el
tiempo inicial de la reaccion al proceso de desinfeccion se presenta
cierta resistencia bacteriana al ataque de los agentes oxidantes anién
superoxido, peréxido de hidrogeno y radicales hidroxilo. En la se-
gunda zona se da un decrecimiento exponencial y las bacterias ini-
cian su muerte rapida, después de haber alcanzado su umbral limite
de dafio necesario y finalmente una zona de inhibicion, debida a los
subproductos de la reaccion , cominmente, llamada cola, en esta
figura 4, se observa que para el método recuento en placa, se cum-
plen las tres fases caracteristicas de una curva cinética (Hombro,
decrecimiento exponencial y la cola o zona de inhibicién). A su vez,
el método NMP, solo cumple las dos primeras fases, mientras que
para el DVC-FISH, se cumple la primera fase. Esto se debe a que las
bacterias entraron en estado Viable no Cultivable por los agentes ox-

142



Sandra Patricia Rivera Sdnchez, Liliana Flérez
y Janeth Sanabria

idantes o estrés oxidativo, lo cual hace que las bacterias se sean inde-
tectables con métodos convencionales, como ocurrié con el método
recuento en placa que a los 90 minutos encuentra el umbral limite de
dafo, mientras que el método NMP, sigue detectando bacterias via-
bles no cultivables hasta los 240 minutos que termina el periodo de
desinfeccidn, igual situacion ocurre con el gold estaindar DVC-FISH.

En cuanto al recuento bacteriano, en la figura 4 se observa que el
método DVC-FISH cuantifica mas bacterias que los otros dos mét-
odos antes de iniciar el proceso de desinfeccion (tiempo 0), aunque
hay que resaltar que con el método NMP la diferencia es solo de 0,3
unidades logaritmicas, mientras que con recuento en placa la dif-
erencia es aproximadamente de 2 unidades logaritmicas y por con-
siguiente el método NMP es el que tiene recuentos mas cercanos al
método de referencia en este tiempo inicial (cero). Cuando se sigue
la desinfeccion en el tiempo, se observa que el método NMP a los 10
y 30 minutos detecta mas bacterias que el gold estandar DVC-FISH,
con la diferencia de 0,3 y 0,1 unidades logaritmicas respectivamente.
Esto ocurre porque las bacterias inician un proceso de resistencia al
ataque de los agentes oxidantes, que ocasiona un proceso de sobre-
vivencia donde ocurre una multiplicacién bacteriana, causando una
sobreestimacioén. Mientras que en el método DVC-FISH en sus pro-
cedimientos utiliza un antibiético para que las bacterias no formen
conglomerados de colonias sino que las bacterias queden sueltas, es
decir el antibiotico las separa de las UFC, y hace que alavezno se
multipliquen quedando el niimero inicial. En el caso del método de
recuento en placa en estos dos periodos de tiempo subestima el con-
teo en 1 unidad logaritmica comparada con el método de referencia
DVC-FISH. Siguiendo el tiempo de exposicion del proceso de desin-
feccion (Foto-Fenton) se observa que el recuento bacteriano se man-
tiene en aproximadamente 4 unidades logaritmicas hasta el tiempo
de 240 minutos para el método de referencias de DVC-FISH. En el
caso de los otros dos métodos su conteo empieza a decaer hasta en-
contrar el supuesto umbral de dafio (muerte total de las bacterias) a
los 90 minutos para recuento en placa y la deteccion de 1,3 unidades
logaritmicas para después de 4 horas (240 min) el método NMP.
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3.3.1 Recrecimiento pos-tratamiento en la oscuridad. En el perio-
do de oscuridad que se inicié después de los 240 minutos de ex-
posicion al proceso de desinfeccion hasta completar las 48 horas, se
encontr6 que el método NMP muestra ya el umbral de dafio porque
no tienen nutrientes, pero si en este momento se le colocaran nutri-
entes volverian a sobrevivir o activarse, es decir el recuento aumen-
taria como se ve con el método DVC-FISH, el cual utiliza nutrientes
como caldo nutritivo y antibiético para su conteo, lo que ocasiona
que las bacterias no formen conglomerados de colonias sino que
las bacterias queden sueltas, como se explicd en en anterior parrafo.
Otra posible razon de este fendmeno se explica porque como hay
<10 bacterias por mL* con el NMP a los 240 minutos, estas bacterias
siguen haciendo fenton, entonces a las 48 horas de reactivacién no se
detectan. En cambio el DVC-FISH, demuestra que las bacterias no
se murieron sino que conservan su estado viable no cultivable.

3.4. Foto inactivacion de Salmonella serovariedad Typh-
imurium suspendidas en solucidn salina al 0.85%

3.4.1 Irradiacion directa en ausencia de catalizador. Teniendo en
cuenta que dentro de la Microbiologia es importante evaluar la re-
spuesta Salmonella serovariedad Typhimurium a la radiacion di-
recta de un simulador solar, en ausencia y presencia de catalizador.
También se evalud el comportamiento bacteriano frente a la ausencia
del catalizador, donde la concentracion de bacterias cultivables de-
crece, debido a que la irradiacion directa en particular la radiacién
UV, tiene un efecto inhibitorio sobre el crecimiento y mantenimiento
de las poblaciones bacterianas que es mas severo a medida que au-
menta el tiempo de exposicion, denomina fotélisis, como se puede
observar en la figura 5, siguiente.
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Figura 38. Evaluacion de la Sensibilidad de los métodos DVC-FISH, NMP
y recuento en placa, para cuantificar Salmonella serovariedad Typhimuri-
um, cuando son expuestas a la UV, sin el proceso Foto-fenton, a través del
tiempo (10, t 10min, t 30min, t 60min, t 90min, t 240 min y reactivacion a

las 48h).
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En la figura 5. Se observa la fase caracteristicas de una curva cinética
hombro para el método recuento en placa hasta los 240 minutos,
después de este tiempo inicia la etapa de decrecimiento exponencial
continuando hasta el periodo de oscuridad o reactivacion. A su vez
el método NMP, también cumple las dos primeras fases (hombro y
decrecimiento exponencial), haciendo su decrecimiento exponencial
alos 90 minutos, pero vuelve a hacer la fase hombro en el periodo os-
curidad o reactivacién. Analizando el comportamiento del método
DVC-FISH, se observa que solo cumple la primera fase (hombro).
Por otro lado se observa que a los 240 min de este proceso de fotdlisis
las bacterias siguen muriendo para el método de recuento en placa,
pero para los métodos de NMP y DVC-FISH si se mantienen estables.
Esto explica las limitaciones de este método analitico tradicional para
oxidar algunos compuestos altamente estables, que pueden aparecer
o desaparecer durante los Procesos Avanzados de Oxidacion, como
posibles productos intermedios del proceso de oxidacion.
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3.4.2 Recrecimiento pos-tratamiento en la oscuridad. En el Perio-
do Oscuridad, alas 48 horas se observa que para el recuento en placa
la fase de de crecimiento ocurre en esta etapa, mientras que los méto-
dos NMP y DVC-FISH, se mantienen estables y con un recuento un
poco mas alto.

4- DISCUSION

4.1 Efecto del Foto-fenton en la bacteria Salmonella Typh-
imurium a los 10 minutos de desinfeccion

;De acuerdo a los resultados encontrados se puede establecer que
durante el proceso de desinfeccion si se generan bacterias viables no
cultivables que se hacen dificil de detectar con los métodos conven-
cionales.

Por consiguiente dichos resultados son comparables con los encon-
trados por Baudart y colaboradores [20] 2005, cuando evaluaron la
calidad del agua, con los métodos de recuento bacteriano, placa y
DVC-FISH.

La deteccion bacteriana con los medios liquidos (NMP), en esta in-
vestigacion es mas alto a los 10 minutos de desinfeccion, compara-
do frente a los otros dos métodos, recuento en placa y DVC-FISH.
Esto puede deberse a que en la desinfeccidon con la fotocatalisis het-
erogénea se puede afectar la via de asimilacion de azticares como es
la via de Embden-Meyerhof y Entner Doudoroft, pero no la via de la
asimilacion de las peptonas o proteinas[21].

Por otro lado para poder llegar a una fase de inhibicién o inactivacién
bacteriana completa con el proceso de desinfeccion por fotocatalisis
se debe Oxidar al Acetil coenzima A, para afectar la cadena respira-
toria en el ciclo de Krebs y hacer que el proceso sea irreversible[22] .

Finalmente al comparar estas hipdtesis con los resultados de este tra-
bajo se puede ver claramente que 10 minutos de desinfeccién con Fo-
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to-fenton o la concentracion del catalizador usado y las condiciones
como esta montado el experimento, no son suficientes porque la
bacteria aun contintia en un proceso reversible, por lo tanto, sum-
inistrarle medios enriquecidos como los caldos del método NMP y
DVC-FISH, puede hacer que las bacterias viables no cultivables rege-
neren su pared o su dafo y puedan ser detectadas en unidades mas
altas que el recuento en placa.

4.2 Evaluacion de la Sensibilidad, Especificidad y valores pre-
dictivos de los métodos de recuento en placa y NMP, frente
al Método DVC- FISH, para la cuantificacion de inactivacion
bacteriana con Foto-fenton a los 10 minutos de exposicion

4.2.1 Validacion del NMP. Antes de que un método sea utilizado
corrientemente en un laboratorio, es necesario que una organizacioén
exterior, y el propio laboratorio, lo convaliden debidamente.

Por esta razdn, se buscaron otros estudios preliminares que em-
plearan pruebas diagndsticas para evaluar el proceso de desinfeccion
por fotocatalisis, pero no se hallaron. Las paginas consultadas fueron:
http://www.who.int/hinari/en/ y google académico. Asimismo se
consulto, el repositorio de revistas con edicion electronica. Htt://
www.sciencedirect.com y www.elsevier, Las variables consideradas
fueron: Desinfeccion, métodos de recuento, NMP, recuento en placa,
DVC-FISH, fotocatalisis, validacién de métodos, especificidad, sen-
sibilidad y valores predictivos. En los idiomas inglés y espafiol re-
spectivamente.

Este resultado se debe a que los investigadores de la desinfeccion se
han enfocado, en evaluar el comportamiento del proceso de la desin-
feccion, buscando las concentraciones dptimas de los catalizadores,
quiza el tiempo adecuado y otras variables, pero no se ha centrado al
mismo tiempo en la sensibilidad y especificidad de los métodos que
evaliian estas calidades de aguas.

Por otro lado, el referente académico mas cercano encontrado fue

el de la investigadora Soler[23] (2006), quien realizé un estudio de
comparacion de métodos de recuento en placa y NMP para aislar
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coliformes totales a partir de muestras de alimentos, pero no hallé
la sensibilidad y especificidad de las pruebas. Aun asi la investigado-
ra encontré confiables tanto el NMP, como recuento en placa para
aislar coliformes totales procedentes de muestras de alimentos.

Pero se debe tener en cuenta que las colonias bacterianas pueden sur-
gir en grupos o células tnicas, todas ellas englobadas bajo el término
de unidades formadoras de colonias (UFC), El numero final depende
de la interaccion entre las colonias en desarrollo, para el método re-
cuento en placa, haciendo que el mismo presente desventajas, frente
a los otros dos métodos NMP y DVC-FISH.

Es decir en el método recuento en placa no siempre las colonias bac-
terianas crecen lo suficientemente aisladas, fendmeno que contribuye
a subestimar el verdadero recuento bacteriano. Es por esta razén que
el método recuento en placa presenta resultados con recuentos bac-
terianos bajos y alta variacion en los resultados de sensibilidad, espe-
cificidad, VVP y VPN, cuando se comparan frente a los resultados
del NMP y DVC-FISH.

Por otro lado al analizarse la proporcién de los resultados falsos neg-
ativos para el método de recuento en placa se encontré que empieza
en la dilucion 102 (17 muestras), dilucion 10 (31 muestras), dilu-
cién 10*(28 muestras),10° (20 muestras) y 10 (1 muestra), pero no
detectd falsos positivos lo que determind un valor predictivo positivo
del 100 %, para las diluciones 10" -107; por otro lado para el método
del NMP, se encuentra que la proporcion de falsos negativos empieza
en la dilucién 10 con 22 muestras, 10°(20) y 10%(1), NMP, indican-
do esto que existe una sensibilidad del 100% para las tres primeras
diluciones. Lo que significa que el método NMP capta correctamente
las 35 muestras que son verdaderamente positivas segtn el Gold es-
tandar, obteniendo un valor predictivo del 100%, en las primeras 3
diluciones.

Esto indica que el método de recuento en placa tiene mas falsos
negativos cuando se comparan los dos métodos frente al gold estan-
dar DVC—FISH. Estos resultados del método de recuento en placa
tienen serias implicaciones econdmicasy sanitarias ya que el método
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esta dejando de detectar bacterias viables no cultivables en el proceso
de desinfeccion, que pueden afectar a muchos pacientes inmunode-
primidos con enfermedades de base y/o nifios, pero lo que es mas
delicado, es que el método asegura que se esta realizando un proceso
de desinfeccion completo. Al realizarse el analisis del VPP para el re-
cuento en placa, se encontraron valores del 100% para las 3 primeras
diluciones, indicando esto que, para la diluciéon 10, de 35 muestras
que se desinfectaron con foto-fenton, todas fueron detectadas como
positivas por el método, es decir con crecimiento bacteriano.

Al contrario de las diluciones 10 y 10°, en donde la sensibilidad
bajo al 51% y 11% respectivamente, lo que significa que de las 35
muestras (Verdaderamente positivas con Salmonella serovariedad
Typhimurium segun el patrén de referencia) el método detecté como
positivas la mitad, para la dilucién 102, y para la dilucion 107, de las
35 muestras, el método solo detecté como positivas 4 muestras, lo
que indica que clasificé 17 muestras como falsas negativas, para la di-
luciéon 102, y 31 muestras para la dilucién 107, pero no detectd falsos
positivos, lo que determind un valor predictivo positivo del 100%,
para ambas diluciones. Por este motivo el software arrojé VPP del
100% para dichas diluciones. Pero este resultado no es real, debido a
que para calcular los VPP, se necesita el dato de los falsos positivos de
la prueba, los cuales no fueron detectados por el método, si no que
por el contrario, hay que resaltar que se detectaron muchos falsos
negativos, esto permite que finalmente se altere el resultado de los
VPP para estas diluciones.

Por todo lo anteriormente dicho, los resultados de este estudio es-
tan a favor de que la técnica evaluada como recuento en placa no
es apropiada para su utilizacion en la evaluacién del proceso de la
desinfeccion por foto-fenton, porque se podria descartar un nime-
ro apreciable de muestras que realmente son positivas, en 10%(17)
y en 107 (31), esto, debido a que no es capaz de detectar las bacte-
rias viables no cultivables cuando estan en concentraciones bajas. Al
comparar los resultados de los VPN, se encuentra que para las tres
ultimas diluciones (10*10” y 10°), los porcentajes fueron de 20%,
43% y 97%, respectivamente, indicando esto que, mientras el DVC-
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FISH, aun detectaba recuentos bacterianos positivos el recuento en
placa los tom6 como negativos. Esto pone de manifiesto que el mét-
odo podria no ser adecuado para descartar una muestra que se ha
diagnosticado como contaminada, a pesar de que la especificidad
dio 100%, para las diluciones 10*y 10~.

En el caso del NMP, la prueba de la sensibilidad es del 100% para
las 3 primeras diluciones y del 21% para la dilucién 10+, indican-
do esto que detecta mas muestras positivas el NMP, al compararlo
con recuento en placa; en cuanto a su especificidad, se evidencia que
aumenta para las 3 ultimas diluciones. Son estos resultados los que
hacen pensar que el mejor método para evaluar desinfeccién por fo-
to-fenton después del DVC-FISH, es el NMP.

Por otro lado se encuentra que los VPP, para las tres primeras dilu-
ciones son del 100% y del 75% para la dilucién del 10*, indicando
esto que el método detecté como verdaderas positivas las muestras
que adn tenian presencia de Salmonella.

Por otra parte, se verifica que los VPN se hallaron un poco altos en
las 2 ultimas diluciones (10*y 107), pero no alcanzaron el 100%,
esto significa que el método clasificé como negativas muestras que
adn tenian la presencia de Salmonella, pero en cambio para la di-
lucién de 10, se encontré un buen dato del VPN, del 97.1, lo cual
significa que el método clasificé un buen niimero de muestras que
estaban ya negativas para Salmonella serovariedad Typhimurium.

Por consiguiente con estos resultados de sensibilidad, especificidad y
valores predictivos negativos tan bajos encontrados en la dilucién 10
para el método NMP, se puede concluir que es una técnica no confiable
para descartar una muestra que se ha diagnosticado como positiva
cuando su concentracion es baja. Es decir, cuando se presume la exis-
tencia de < 10 bacterias mL" 6 una bacteria en un mL de la muestra.
Por tanto en estas condiciones de muestra éstas deberian concentrarse
usando mayor volumen de muestra, (10 mL, 100 mL y/o 1000 mL), lo
cual ya es recomendado para mediciones de E coli[24].
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Resumiendo, se observé que de las dos técnicas evaluadas la que may-
or muestras positivas detectd en el proceso de foto-fenton, compara-
da frente al gold estandar fué el NMP, por consiguiente la técnica que
obtuvo un porcentaje mas alto de falsos negativos, aseverando que la
desinfeccion habia sido completa, fué el método recuento en placa.

4.3 Evaluacion del proceso de desinfeccion Fotocatalisis Ho-
mogénea Foto-fenton

La fotocatalisis homogénea es mucho mas efectiva que la fotdlisis
para inactivar bacterias entéricas y otros microorganismos. La in-
fluencia del catalizador, la radiacion absorbida por el catalizador, la
composicion de la matriz del agua, la concentracion y/o fotocatal-
izador, la temperatura, aireacidn, agitacion, geometria del reactor,
pH, temperatura y el tipo de microorganismo que interviene en el
proceso entre otras, son variables que pueden modificar las curvas
de desinfeccion([25, 26,27]. Por tal motivo, dentro de este trabajo
se empled como catalizador FeSO,-7H O( Merck) y H,O,( Molabs
30%).

Para realizar la fotocatalisis por Foto-fenton, se escogié la concen-
tracion 2ppm de Fe** y 20 ppm de H,O,, la cual es una concentracion
que esta dentro de los rangos propuestos por los investigadores en
desinfeccidn por foto-fenton para inactivar bacterias[25]. Como ya
se mencion6 anteriormente, al realizar el seguimiento de la concen-
tracion bacteriana se obtuvieron curvas de desinfeccidn caracteristi-
cas de concentracidon bacteriana viables totales contra el tiempo de
desinfecciéon. En gran numero de investigaciones se ha observado
que dichas curvas presentan tres zonas importantes. La primera es
llamada hombro y en esta se observa una disminucion lenta de la
concentracion bacteriana ya que en el tiempo inicial de la reaccién
al proceso de desinfeccion se presenta cierta resistencia bacteriana
al ataque de los agentes oxidantes anidn superdxido, peroxido de
hidrégeno y radicales hidroxilo. En la segunda zona se da un de-
crecimiento exponencial y las bacterias inician su muerte rapida,
después de haber alcanzado su umbral limite de dafio necesario y
finalmente una zona de inhibicién, debida a los subproductos de la
reaccién, comunmente, llamada cola[28,29]. Los resultados de esta
investigacion demuestran que para, el método recuento en placa si se
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cumple esta curva ya descrita, pero para el NMP y DVC-FIHS no; lo
anterior, dado que el método NMP detect6 1.3 unidades logaritmicas
y el DVC-FISH, detect6 3.9 unidades logaritmicas a los 240 minu-
tos. Esto se debe a que en el proceso se generaron bacterias viables
no cultivables y por esta razén el método recuento en placa a los 90
minutos de desinfeccion ya no las detecto; esto se comprueba cuando
lo comparamos frente al método DVC-FISH. Hay que resaltar que
investigadores como Baudart y colaboradores[20] en el 2005, obtu-
vieron resultados similares cuando compararon los dos métodos,
tanto recuento en placa como DVC-FISH para cuantificar bacterias
“viables no cultivables” presentes en aguas que estan en proceso de
potabilizacidn, encontrando que se presentan recuentos muy bajos
en el método de cultivo comparados frente al DVC-FISH. De igual
forma, al hacer la misma comparacién en la red de distribucion en-
contraron iguales resultados.

Ademas, existen otros estudios, donde realizaron procesos de san-
eamiento con fotocatalisis heterogénea, evaluando la desinfeccién
con recuento en placa, NMP y Fluorescencia con Dapi- CTC (5-Cy-
ano-2.3-ditolyl tetrazolium chloride), para evaluar bacterias viables
no cultivables; se concluyé que en el método recuento en placa las
bacterias pierden cultivabilidad debido al estrés oxidativo y por con-
siguiente el método NMP es el que tiene recuentos mds cercanos a la
técnica Fluorescencia con Dapi; esto indica que NMP si es un mét-
odo adecuado para evaluar desinfeccion con fotocatalisis[30]. Ahora
bien, estos resultados son comparables con los encontrados en este
estudio ya que aqui se encontr6 que el método DVC-FISH sirve para
evaluar recuento inicial, es decir, bacterias sin estrés oxidativo, bac-
terias viables, a través del tiempo en el proceso de la desinfeccion y
bacterias viables no cultivables en el periodo de oscuridad, mientras
el método NMP es mucho mas efectivo para evaluar las bacterias via-
bles no cultivables, dado que durante el proceso de la desinfeccién no
sobreestima la poblacidn bacteriana; por ultimo, el método recuento
en placa sélo detectd bacterias viables.

Por otra parte, en este trabajo se encontré que para la curva de
desinfeccién de Salmonella serovariedad Typhimurium, la fase de
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inhibicion se alcanza a los 90 minutos, para el método recuento en
placa. Estos resultados son similares a los encontrados por Sanabria
y colaboradores[21], cuando realizaron un estudio de fotocatalisis
heterogénea con E.coli, ya que esta bacteria también presenta la fase
de inhibicién a los 90 minutos para el recuento en placa. De igual
manera, en este mismo estudio, al evaluarse el comportamiento de
los medios liquidos con azticares y peptonas, se encontr6 que E.coli
en estos medios, después de los 90 minutos, aun seguia viva; resulta-
dos que se asemejan a los encontrados en el momento que se evalud
a Salmonella serovariedad Typhimurium con el método NMP, ya que
la fase de inhibicidn la hizo en el periodo de oscuridad a las 48 horas;
esto puede deberse a que las pocas bacterias Viables no cultivables
que detectd el método a los 240 minutos siguen haciendo reaccién
fenton. Otra posible razon, puede ser que como ya se menciond an-
teriormente, la fotocatalisis afecta la via de asimilacién de aztcares
como es la via de Embden-Meyerhof y Entner Doudoroff, pero no la
via de la asimilacion de las peptonas o proteinas[21].

Entonces recordando el medio liquido Rappaport (Merck), tiene en
su composicién proteinas que puede hacer que las pocas bacterias
viables no cultivables tomen estos nutrientes. Asimismo esta puede
ser una de las posibles razones por la cual ocurre un sobre crec-
imiento entre los 10 y 30 minutos de desinfeccién y que finalmente,
el tiempo de la fase de inhibicion con los medios liquidos sea mas
prolongada.

También se encontrd en otro estudio llevado a cabo por Castano[31],
quien realiz6 la fotocatalisis heterogénea a bacterias como Salmonel-
la, Shigella y E.coli (las cuales fueron inactivadas después de 3.5
horas, 30 minutos y 1.5 horas respectivamente, cuando se evaluaron
en recuento en placa, pero en el momento, que se hizo la compara-
cion con los caldos nutritivos los cuales, también fueron sembrados
al tiempo), que todas las muestras presentaron crecimiento, incluso
los cultivos en el periodo de oscuridad, indicando este resultado que
las bacterias si entraron en estado viable no cultivable, después de la
fotocatalisis y no fueron detectadas por el recuento en placa.
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Por otra parte, se encontrd que el tiempo efectivo, en las condiciones
que se monto el experimento para Foto-fenton, es hasta 10 minutos,
en tanto cuando se observo el comportamiento del recuento con el
método DVC-FISH, se apreci6 que de un recuento inicial de 5 uni-
dades logaritmicas, bajo a 4.2 unidades logaritmicas o sea 0.8uni-
dades logaritmica de diferencia, de ahi en adelante lo que sigue dis-
minuyendo en unidades logaritmicas es poco.

Ahora bien, esto indica que la concentracién del catalizador que
se empled, no fue suficiente para inactivar las bacterias totalmente,
como lo muestra el método de recuento en placa, ya que estan via-
bles, lo que se puede comprobar al observar el recuento del método
DVC-FISH.

Asimismo, esto hace pensar en la posibilidad de hacer un monta-
je para Foto-fenton con diferentes concentraciones del catalizador,
para ser mas efectivos en la desinfeccion para bacterias, como lo hi-
cieron los investigadores Bandala y colaboradores[25], en su estudio
de Foto-fenton para E.coli y Pseudomonas.

Por ultimo, el no detectar esas pocas bacterias viables no cultivables
que quedan en el proceso de desinfeccion con foto-fenton, es delica-
do para la salud humana porque cuando toman un huésped pueden
generar sintomas y una enfermedad mas agresiva. Asimismo, cuando
toman nutrientes pueden sobrevivir de la misma manera que sucede
cuando aplicamos el método de conteo directo de Viables no cultiva-
bles DVC-FISH. Dicho de otro modo, si se usara agua contaminada
con bacterias viables no cultivables en la explotacion agricola, seria
un problema para la salud publica. Esta hipotesis se confirma con
un estudio realizado por Castro[32], 2011, en donde se investigo si
el agua usada para riegos de cultivos era vehiculo de transferencia
de Salmonella sp., demostrandose la existencia de una diversidad de
serotipos ( variedades) de Salmonella encontrados en el agua de uso
agricola, asi como una alta resistencia de éstos a varios antibidticos.
Ademas, algunas especies también fueron aisladas de la superficie de
los cultivos. De igual manera, otros investigadores como Morales[33]
2009, describen que en su estudio de deteccion de Salmonella spp.,

154



Sandra Patricia Rivera Sdnchez, Liliana Flérez
y Janeth Sanabria

en meldn cantaloupe en unidades de produccién y unidades de em-
paque, fue positivo para el aislamiento de Salmonella serovariedad
Typhimurium y esto tal vez pudo deberse al agua de irrigacion.

4.4 Foto Inactivacion de Salmonella serovariedad Typh-
imurium, suspendida en solucidén salina al 0.85%

4.4.1 Irradiacién directa en ausencia de catalizador. En la fotdlisis
ocurre una cinética de reaccion simple en donde se afecta la veloci-
dad de reaccién debido a que las bacterias son expuestas solo a los
agentes oxidantes generados por la Luz Ultravioleta como el anién
superoxido. Por lo tanto se debe tener en cuenta que este tipo de
desinfeccion bacteriana es mas lenta. Cuando se compararon los
métodos recuento en placa y NMP, para evaluar este tipo de desin-
feccion, se encontro6 que la fase de hombro es més lenta para el mét-
odo de recuento en placa a los 240 minutos, mientras que para el
método NMP, es mas rapido a los 90 minutos. Esto puede deberse a
que ocurre una disminucion lenta de la concentracién bacteriana, ya
que en el tiempo inicial de la reaccion se presenta cierta resistencia
bacteriana al ataque de las especies oxidantes[28,29]. Por consigui-
ente como ya se mencion6 anteriormente el estrés oxidativo, puede
ocasionar en las bacterias dafios que pueden ser reversibles o irre-
versibles, lo cual trae como consecuencia el estado viable no cultiva-
ble[33]. Como se observa en estos resultados, aun no hay una total
desinfeccion con el método UV, esto puede deberse a que como no se
usa un catalizador que acelere la reaccién de desinfeccion y se sigan
generando mas productos intermedios del oxigeno, las bacterias ten-
gan tiempo de activar sus mecanismos de defensa genéticos y sigan
presentando resistencia.[34]

Asimismo, ya se han hecho estudios previos para evaluar el proceso
de bacterias Viables no cultivables generadas en el proceso de desin-
feccion, como es el caso del trabajo de Villarino y colaboradores[33],
quien indujo estrés oxidativo a la bacteria Escherichia coli (E.coli),
empleando diferentes dosis de luz ultravioleta, encontrando que al
sembrar estas bacterias en cajas petri con medios sdlidos, éstas no
crecieron; pero cuando se realizo la técnica del conteo de bacterias

155



Validacién de métodos microbioldgicos para cuantificar Salmonella spp, presente en aguas
tratadas con fotofenton

viables mediante hibridacion in-situ con fluorescencia (DVC-FISH),
estas fueron observables. Estos resultados son muy parecidos a los
encontrados en este trabajo ya que aqui se encontr6 que el método
recuento en placa detecté menos bacterias (3.2 unidades logaritmi-
cas), alos 240 minutos de desinfeccion y a las 48 horas en el periodo
de reactivacion o oscuridad (2.5 unidades logaritmicas), comparado
frente al DVC-FISH, el cual detect6 3.8 unidades logaritmicas a los
240 minutos y a las 48 horas periodo de oscuridad.

A los 240 minutos de desinfeccion se encontré que tanto recuento
en placa como NMP, detectaron, el mismo recuento bacteriano (3.2
unidades logaritmicas), pero al evaluarse el periodo de reactivacion a
las 48 horas se observo que el método NMP, detect6 mas, obteniendo
un recuento de 3.2 unidades logaritmicas, es decir este método no
varid su recuento en el periodo de oscuridad mientras que recuen-
to en placa bajo a 2.5 unidades logaritmicas, indicando esto que si
se generaron bacterias viables no cultivables, y se puede confirmar
esta hipdtesis al comparar los resultados frente al DVC-FISH, el cual
detect6 en la fase de oscuridad o reactivaciéon 3.8 unidades logarit-
micas. Finalmente se puede observar que en este proceso aun hay
bacterias que tienen dafios reversibles que al ser cambiadas a medi-
os enriquecidos o condiciones favorables pueden reactivarse nueva-
mente, esto puede deberse a la falta de un catalizador que acelere la
reaccion de la desinfeccion o la falta de tiempo de exposicion.

4.5 Cuantificacion de Salmonella serovariedad Typhimuri-
um en el periodo de pos tratamiento en la oscuridad, medi-
ante los tres métodos, recuento en placa, NMP y DVC- FISH

La fotocatalisis, heterogénea o homogénea es un método de desin-
feccion que ha demostrado buenos resultados en la reducciéon de
microorganismos patogenos, especialmente E.coli, tanto en estudios
de laboratorio como en agua potable. Sin embargo, se ha observado
un aumento en el nimero de bacterias horas después de culminado
el proceso de iluminacién[12]. Por el contrario, en otros resultados
obtenidos por Castillo[35], se observo que E.coli si se inactivo total-
mente con fotocatélisis heterogénea, es decir, no hubo re crecimiento
en el periodo de oscuridad, pero bacterias como Shigella spp. y Sal-

156



Sandra Patricia Rivera Sdnchez, Liliana Flérez
y Janeth Sanabria

monella spp., si re crecieron después de haber llegado a una inacti-
vacion o fase de inhibicion cuando fueron evaluadas con recuento en
placa. Posteriormente, en otro trabajo de Castafio[31], 2006, se en-
contr6 que aunque las bacterias Salmonella, Shigella y E.coli fueron
inactivadas después de 3,5 horas, 30 minutos y 1,5 horas cuando
fueron evaluadas por el método de recuento en placa, pero cuando
se hizo la comparacion de los caldos nutritivos que también fueron
sembrados al tiempo, se encontré que todos presentaron crecimien-
to, incluso los caldos en el periodo de oscuridad, indicando este re-
sultado que las bacterias si entraron en estado viable no cultivable
después de la fotocatalisis y no fueron detectadas por el recuento en
placa. Aqui hay que resaltar que E.coli, cuando fue evaluada en el
periodo de oscuridad con el método de recuento en placa, no pre-
sentd recrecimiento, pero si se obtuvo crecimiento con los medios
liquidos, caldos nutritivos. Por otro lado, al analizar a Salmonella y
Shigella en el periodo de oscuridad, se encontré que estas bacterias
presentaron recrecimiento a las 24 pero no a las 48 de horas de reac-
tivacion, cuando fueron sembradas en método de recuento en placa.

Concluyendo, estos resultados indican que las pocas bacterias via-
bles no cultivables se hicieron indetectables con el recuento en placa,
pero en realidad no habian muerto.

Al seguir comparando los resultados encontrados en este trabajo se
puede resaltar que aqui se empled fotocatalisis con Foto-fenton y que
la fase de inhibicion para recuento en placa empez6 a los 90 minutos
y no se obtuvo recrecimiento posteriormente en la oscuridad, es de-
cir, este método evalda el proceso como una desinfeccion completa
(ver figura 4). Por otra parte, tanto el método NMP hace su fase de
inhibicién en el periodo de oscuridad a las 48 horas, dado que alos
240 minutos de desinfeccién ya hay <10 bacterias mL", al tiempo que
las pocas bacterias viables no cultivables que quedaron siguieron ha-
ciendo reaccion fenton y al final ya no fueron detectadas por el NMP.
En comparacién con el DVC-FISH, este método nos muestra a través
del tiempo que las bacterias nunca llegaron a fase de inhibicidn total,
ni aun en el periodo de oscuridad; la explicacion para este fendémeno
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es que las bacterias se vuelven viables no cultivables para los méto-
dos de recuento en placa, pero ademas aclara que las bacterias jamas
han hecho recrecimiento, por el contrario, simplemente se volvieron
indetectables a cierto grado y horas de estrés oxidativo generado por
la desinfeccion.

También, al comparar el estudio de Castaiio[31], 2006 en el que eval-
uo la desinfeccion por fotocatalisis heterogénea de Salmonella se-
rovariedad Typhimurium, con el método de recuento en placa, se
encontr6 que la bacteria se inhibi6 a las 3,5 horas, pero obtuvo re
crecimiento a las 24 horas en el periodo de oscuridad; mientras en
este trabajo, en el que se desinfectd con Foto-fenton, no se obtuvo re-
crecimiento del mismo microorganismo por el método de recuento
en placa en el periodo de oscuridad.

Para entender un poco mas estos resultados y el proceso del periodo
en la oscuridad, algunos investigadores como Wist[12], proponen
que el aumento en la poblacion bacteriana en la etapa de la oscuri-
dad puede tener lugar por la accién de los tres fenémenos diferentes:
recrecimiento, reactivacion y activacion.

El recrecimiento hace referencia a la capacidad que tienen los micro-
organismos que resistieron al proceso fotocatalitico de crecer, repro-
ducirse y dar origen a una nueva poblacion a expensas de detritus y
células muertas [12]. La reactivacidn, a diferencia del recrecimiento,
aumenta el numero de microorganismos debido a la capacidad que
tienen las bacterias de entrar en estado viable no cultivable duran-
te la iluminacion para luego volver a su estado normal cuando las
condiciones son favorables. La existencia de células viables pero no
cultivables puede ser una respuesta fisioldgica de las bacterias para
sobrevivir a condiciones de estrés medio ambiental [36,34].

Al comparar estas hipdtesis con los resultados de este trabajo se
puede concluir que la reactivaciéon es lo mas cercano que le puede
estar pasando a las bacterias cuando se desinfectan con Foto-fen-
ton ya que el método recuento en placa no las detecta después de
90 minutos de desinfeccion por la resistencia que ellas generaron al
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proceso de desinfeccion haciéndose viables no cultivables y a esto
hay que sumarle que tal vez hubo dafio a nivel de DNA, membranas
y pared, pero no hubo oxidacién del Acetil coA, lo cual si hubiese
sido letal [22]. Pero otra posible hipdtesis es que se afectd la via de
la asimilacion de azticares pero no la via de la asimilacion de pep-
tonas [21], lo que haria posible que cuando las bacterias tuviesen las
condiciones favorables, durante el periodo de oscuridad, pudieran
tomar los nutrientes de los caldos DVC-FISH y NMP y ser detecta-
das, como sucedio en los experimentos de este estudio.

La activacion se produce cuando bacterias que se encontraban en
forma inactiva antes de la fotocatalisis, se activan gracias a la irradia-
cion, bajo las condiciones de estrés producidas durante el tratamien-
to. Al activarse con la irradiacién pueden ser detectadas por el méto-
do microbiolégico de analisis y generar de esta forma un aumento en
las diferentes poblaciones de bacterias.

Finalmente, de acuerdo con todos los resultados encontrados tanto
en el periodo de iluminacién como de oscuridad, se puede concluir
que las bacterias jamas han sido inactivadas o inhibidas totalmente
en el proceso de desinfeccion con Foto-fenton y lo que sucede es
que las bacterias tienen dafos reversibles que las hacen viables no
cultivables en los métodos de recuento en placa, pero si estas bac-
terias tienen las condiciones favorables como medios liquidos con
proteinas pueden restablecer su dafio y hacerse cuantificable para los
métodos DVC-FISH y NMP.

5. CONCLUSIONES

Se demostrd que la sensibilidad del método NMP es mayor que la
del método tradicional Recuento en placa, teniendo en cuenta que el
método de NMP clasificé correctamente el mayor numero de mues-
tras que son verdaderamente positivas hasta una diluciéon mas que
el Recuento en placa (NMP hasta la concentracion bacteriana 107,
mientras que el método de Recuento en placa alcanzé su maxima
sensibilidad cuando la concentraciéon bacteriana era 10~
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El método de recuento del NMP es apto para evaluar el proceso de
desinfeccion por Foto-fenton, ya que presenta una sensibilidad, es-
pecificidad y valores predictivos mads altos frente al método de re-
cuento en placa para detectar bacterias viables no cultivables.

Se realizo la validacién del método de recuento NMP para evaluar
aguas tratadas con foto catalisis frente al Gold estaindar DVC-FISH.

El VPP del método NMP y recuento en placa fue muy bueno hasta la
dilucién 10~ donde obtuvieron el 100%, mientras que en la dilucién
de 10, recuento en placa perdi6 la posibilidad de confirmar mues-
tras positivas, mientras que NMP la conservé con una probabilidad
del 75%.

Los resultados obtenidos de la especificidad y el valor predictivo neg-
ativo de los dos métodos es baja hasta la dilucioén 107, lo que implica
que las dos técnicas no son lo suficientemente especificas para con-
firmar muestras negativas cuando realmente lo son, ni para confir-
mar la ausencia de Salmonella en dichas muestras.

El método recuento en placa no es véalido y apto para evaluar el pro-
ceso de desinfeccion por fotocatdlisis (Foto- fenton), ya que es un
método no confiable cuando la concentracion bacteriana es baja (10°
? hasta 10°¢), debido a que su capacidad discriminatoria no permite
detectar las muestras verdaderamente positivas y aumenta el diag-
ndstico de falsos negativos.

El NMP es un método que puede evaluar la desinfeccion por Fo-
to-fenton a través del tiempo cuando se compara frente al método
DVC-FISH.

La concentracién del catalizador empleado en el proceso de desin-
feccion por Foto-fenton, no fue suficiente para inactivar las bacterias
de Salmonella serovariedad Typhimurium totalmente, ya que a las
4 horas de desinfeccion aun se encontraron bacterias viables por los
métodos de recuento NMP y DVC-FISH.
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El método DVC-FISH, sirve para evaluar recuento inicial, es decir
bacterias sin estrés oxidativo, bacterias viables, a través del tiempo en
el proceso de la desinfeccion y bacterias viables no cultivables en el
periodo de oscuridad. Mientras que el método NMP, es mucho mas
efectivo para evaluar las bacterias viables no cultivables, porque en el
proceso de la desinfeccion, no sobreestima la poblacion bacteriana;
por ultimo, el método recuento en placa solo detecta bacterias via-
bles.

Los resultados de este trabajo permiten aumentar el fortalecimiento
de la Vigilancia de la calidad del agua en Salud Publica. Ya que con
los resultados obtenidos en esta investigacion se observa la necesidad
de implementar aproximaciones como la aqui realizada y usar los da-
tos para realizar ajustes al protocolo definido por el INS, para evaluar
la calidad de la agua en el pais. Ademas, el método NMP, permitiria
evidenciar la magnitud de los eventos de Interés en Salud Publica al
aumentar el nimero de casos detectados.
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