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RESUMEN

Se determind la supervivencia de Salmonelia typhiy S. enteritidis en agua potable proveniente de los distritos de
Florencia de Mora, El Porvenir, La Esperanza y Laredo (Trujillo, Pert). En cada distrito se recolecté 1000mL de
agua potable, que fue esterilizada por filtracion a través de membrana y se distribuyd en dos matraces con 300 mL a
cada uno a los cuales se inoculd S. &yphi'y S. enteritidis, a una concentracion de 3x108 UFC/mL. Para construir las
curvas de supervivencia, los recuentos se realizaron cada 30 minutos durante 12 horas, para lo cual se utilizaron
placas petri conteniendo PCA usando el método de siembra por superficie. El agua potable mantuvo sus
caracteristicas fisico-quimicas segun el rango establecido segun la OMS. De acuerdo al andlisis estadistico se
encontrd que no existe diferencia significativa entre las curvas de supervivencia de S. fyphi en agua potable de los
distritos antes mencionados, lo mismo ocurri6 para las curvas de supervivencia de S. enteritidis. S. enteritidis
sobrevive por tiempo mas prolongado que S. fyphi.
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ABSTRACT

Survival of Salmonella typhi and Salmonella enteritidis in fresh water from the districts of Florencia de Mora, El
Porvenir, La Esperanza and Laredo (Trujillo, Peru) were determined. Samples of water (approximately 1000mL)
were collected, immediately sterilized by membrane filtration technique and distributed in two glass flasks, placing
300 mL of sterile water each. Then, Sa/monelia typhi and Salmonella enteritidis, at concentration of 3x108CFU/mL,
were inoculated in each flask. To construct the survival curves, the counts were performed every 30 minutes for 12
hours, which were used petri dishes containing PCA using the method of planting area. Drinking water continued its
physicochemical characteristics as the range set by WHO. According to statistical analysis found no significant
difference between the survival curves of Salmonella typhi in drinking water of the districts mentioned above, so did
the survival curves for Sa/monella enteritidis. Significantly, Salmonella enteritidis can survive much longer than
Salmonelia typhi.

Keywords: Survival, Salmonella typhi, Salmonelia enteritidis, drinking water.
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INTRODUCCION

Las enfermedades diarreicas por toxoinfecciones causan a nivel mundial alrededor de 1,8 millones de
muertes, el 90% de las cuales corresponden a nifios menores de cinco afios de paises en vias de desarrollo,
porque el 88% de tales enfermedades diarreicas son producto de un abastecimiento de agua insalubre, asi
como de un saneamiento ambiental y una higiene sanitaria deficientes!.2:3.

Las salmonelosis constituyen la primera causa de toxoinfecciones alimentarias o por consumo de agua
insalubre en el mundo, habiéndose determinado que estdn implicados mas de 2.000 serotipos, de los
cuales el serotipo Salmonella enteritidis es el predominante (56,8% de casos), seguido por el serotipo
Typhimurium 459,

Al mismo tiempo que se ha registrado los brotes de diarrea por bacterias entre ellas Sa/monella, se ha
investigado el efecto del cloro y sus derivados, con el proposito de determinar la cantidad que debe usarse
sin ocasionar dafios laterales a la salud; estas investigaciones han dado ha conocer que S. enferitidis
necesita del incremento en la concentracion de HCIO para ser eliminada en presencia de materia
organica y que las buenas practicas en la desinfeccion del agua y de los alimentos debe iniciarse en la
produccion y procesamiento habiéndose establecido las Normas para su regulacion?.8.9.10.11.12,

Teniendo en cuenta la importancia que tiene el agua en la alimentacion y que, como se ha mencionado
es el principal vehiculo para contraer diversas infecciones, entre ellas las causadas por agentes de
intoxicacion y, asimismo, que no se ha determinado qué tiempo de sobrevivencia tienen las especies de
bacterias en el agua de consumo de los distritos de la provincia de Trujilllo, se disefid una investigacion
que estuvo dirigida a evaluar la supervivencia de Salmonella typhi y Salmonella enteritidis en agua
potable de los distritos de Florecia de Mora, El Porvenir, Laredo y La Esperanza, aledafos a la ciudad de
Trujillo (Pern).

MATERIAL Y METODOS

Bacterias:

Los cultivos puros de Salmonella typhi y Salmonella enteritidis fueron proporcionados por el
Laboratorio Referencial de Salud de la ciudad de Trujillo (Pertt).

Muestra y muestreo de agua:

Se obtuvo muestras de 1000mL de agua potable de grifos domiciliarios en un punto especifico de
muestreo de los distritos aledafios a la ciudad de Trujillo: El porvenir, Florencia de Mora, Laredo y La
Esperanza. El tipo de muestreo fue No Probabilistica (por conveniencia). Estos distritos estan localizados
en la zona marginal de Trujillo, capital del Departamento de La Libertad (Peru).

Reactivacion del cultivo®

Para la reactivacion, se sembro S. typhi y S. enteritidis en agar nutritivo y se llevo a incubacion durante
24 horas a una temperatura de 37°C.

Toma de muestra y transporte:

De los distritos mencionados anteriormente, de grifos de un punto especifico, se recolecté muestras de
agua potable en volumen aproximadamente de 1000 ml, los mismos que fueron transportados al
laboratorio de Microbiologia de Alimentos del Departamento Académico de Microbiologia y
Parasitologia, para su procesamiento.

Preparacion del inoculo!¢

Se sembrd S. typhi y S. enteritidis en agar nutritivo y se llevd a incubacion durante 24 horas a una
temperatura de 37°C. Transcurrido el tiempo indicado, se realizd6 una suspension, en solucion salina
fisiologica estéril, hasta obtener un equivalente al tubo nimero 01 de Mac Farland (concentracion de
3x108 UFC/ml).

Esterilizacion del agua potable
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Se esterilizd las muestras de agua potable (aprox. 1000 ml) mediante la técnica de filtracién por
membrana (25. Posteriormente se distribuy6 en 2 matraces estériles, 300 ml de agua potable estéril en cada
uno.

Mediciones de parametros de agua potable!416

Del agua potable estéril restante, se procedié a realizar las mediciones de: pH; Temperatura;
Conductividad eléctrica mediante un conductimetro; Cloro libre residual mediante el método del DPD;
DQO (Demanda Quimica de Oxigeno) por el método de oxidabilidad con permanganato de potasio.
Inoculacién19:20

En el matraz conteniendo 300 ml de agua potable estéril, se le inocul6 ImL de la suspension de S.
typhi. De igual manera se trabajo para S. enferitidis.
Condiciones de ensayo

Se incubd a temperatura ambiente y se monitoreé cada 30 minutos. Este sistema de ensayo se realizd
por cuadruplicado, utilizandose 4 muestras diferentes para cada uno de los distritos
Determinacion de la poblacion bacteriana6:15.18

Se determin6 mediante la técnica de recuento en placa), utilizando el medio de cultivo solido PCA. Se
realizaron las diluciones pertinentes, utilizando solucién salina fisiologica con tiosulfato de sodio
(diluyente), a una concentracion final de 100 pg TS/ml y se procedio a sembrar en superficie 0,1ml de las
ultimas diluciones, cada 30 minutos durante 12 horas, realizando cada ensayo por triplicado.
Analisis estadistico
Se realiz6 cuadros y graficas unidimensionales, medidas Estadisticas tales como la media y promedios
aritméticos. Ademas del analisis de varianza al realizar los contrastes de hipotesis, aplicando la prueba F
(Fisher) se realizo la prueba T-student!”.

RESULTADOS

Se encontrd que los pardmetros fisico-quimicos tomados en cuenta (pH, DQO, conductividad eléctrica,
cloro libre residual) del agua de los distintos distritos, se hallan dentro de los parametros establecidos por
Organizaciones Internacionales (Tabla 1). Asimsimo, que las curvas de crecimiento adoptan el mismo
comportamiento (Figs. 1 y 2) y que en todos los casos, S. enferitidis permanece viable por mayor tiempo
que S.tiphy (Figs, 3,4,5y 6).

Tabla 1: Parametros fisico-quimicas del agua potable de los distritos de Florencia de Mora, El Porvenir, La Esperanza y Laredo
(Trujillo, Perti) y los establecidos por la OMS y otras Organizaciones Internacionales®.

Parametros Florencia La El Porvenir  Laredo Pardmetros
UM de Mora Esperanza establecidos *

Cloro libre Cl 0,23 0,20 0,27 0,25 0,2-0,5
residual mg/L
DQO mg/L 6,51 7,23 7,11 6,8 <10
pH 7,28 7,23 7,13 7,29 6,5-8,5
Conductividad ps/cm 278 276.5 308 304 50-1500
eléctrica
Temperatura °C 24-25 24-25 24-25 24-25 22-27

DQO= Demanda Quimica de Oxigeno; ps/cm= micro-siemens por centimetro.
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Fig. 1. Curvas de supervivencia (p<0,05) de Salmonella typhi en agua potable provenientes de los distritos de Florencia de Mora,
La Esperanza, El Porvenir y Laredo (Trujillo, Peru).
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Fig. 2. Curva de supervivencia (p<0,05) de Salmonella enteritidis en agua potable provenientes de los distritos de Florencia de
Mora, La Esperanza, El Porvenir y Laredo (Trujillo, Pert).
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Fig. 3. Curva de supervivencia de Salmonella typhi'y Salmonella enteritidis en agua potable proveniente del distrito de Florencia
de Mora, Trujillo-Pert (valor de T = 0.00).
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Fig. 4. Curva de supervivencia de Salmonella typhi'y Salmonelia enteritidis en agua potable proveniente del distrito de La
Esperanza, Trujillo-Peru (valor de T = 0.00).



REBIOLEST 2013; 1(2): €39
Revista Cientifica de Estudiantes
Facultad de Ciencias Biologicas. Universidad Nacional de Trujillo. Trujillo. Pera

1.0E+10

1.0E+09 \

1.0E+08 \ \

1.0E+07 \ \\

1.0E+06 \ \

1.0E+05 \ \’\ ——S.typhi
1.0E+04 \ \ = S.Enteritidis
1.0E+03 \ \\

1.0E+02 \

1.0E+01

Recuentos de colonias (UFC/ml)

1.0E+00 T T T T T T T T T T T T T T ) Tiempo (min)
0 30 60 90 120 150 180 210 270 300 360 420 480 540 600

Fig. 5. Curva de supervivencia de Salmonella typhi'y Salmonelia enteritidis en agua potable proveniente del distrito de El
Porvenir, Trujillo-Pert (valor de T = 0.00).
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Fig. 6. Curva de supervivencia de Salmonella typhi y Salmonelia enteritidis en agua potable proveniente del distrito de Laredo,
Trujillo-Pera (valor de T = 0.00).
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DISCUSION

Todos los parametros determinados en el presente trabajo son indicadores de la calidad del agua
potable, pero parametros como temperatura, pH y cloro libre residual, van a influenciar en la calidad
microbiologica a diferencia de los parametros como la DQO, y la conductividad eléctrica del agua, las
cuales son pruebas indicadoras de contaminaciéon pero no de contaminantes para la salud humana. De
hecho, todos los seres humanos consumen a diario bebidas (soluciones acuosas) que poseen valores
increiblemente altos en estos parametros, sin perjuicio para su salud!4.

El DQO se emplea para determinar el contenido de materia orgdnica en aguas; estos compuestos
orgénicos son oxidados, en un medio 4cido, por un agente quimico (dicromato de potasio), pero no
necesariamente pueden ser biodegradables (accidon microbioldgica)!418. E1 DQO del agua potable se
encontrd en un rango de 6,51-7,23 mg/l; estando dentro de los limites permisibles para DQO en agua
potable (<10 mg/1)2!. Al estar dentro de los limites permisibles se podria deducir que no tuvo influencia en
la supervivencia de S. typhi'y S. enteritidis.

Se debe tener en cuenta que el pH no ejerce efectos directos en los consumidores, pero es importante
por ser uno de los parametros indicadores de la calidad del agua potable, por lo tanto su determinacion
debe hacerse in situ, inmediatamente después de haberse recogido la muestra, ya que puede sufrir
variaciones grandes en el transcurso del tiempo debido al trasporte o una permanencia prolongada en
recipientes!. El agua potable tuvo rangos pH de 7,13 a 7,29; los cuales estuvieron entre los valores
establecidos por la OMS (6,5-8,5) y estan dentro de los valores que no afectan a S. typhiy S. enteritidis
141518 Las bacterias experimentan diferentes tipos de “estrés” en su vida diaria, a los cuales deben
adaptarse. Salmonella tendra que sobrevivir al pH extremadamente bajo del estomago y a la accion
antibacteriana de los 4cidos grasos de cadena corta presentes en el intestino y ademas, tendra que tolerar
episodios de bajo pH cuando se encuentre en el interior del fago-lisosoma del macrofago®!s. El fendmeno
de tolerancia inducida a estrés acidico estriba en que se induce la sintesis de proteinas especificas, las
cuales protegen a las células a pHs extremadamente acidos. Los pH intracelular bajos, activa la expresion
de genes que codifican descarboxilasas de aminoacidos y asi pueden elevar el pH interno, ya que catalizan
reacciones en las que se consumen protones20:21,

Asimismo, la conductividad eléctrica estuvo en el rango de 278 a 308 us/cm; al igual que los demas
parametros, dentro de los rangos establecidos por la OMS (50-1500 us/cm), se debe tener en cuenta que
mientras mas impurezas hay en el agua potable, mayor es la conductividad eléctrica, es por ello la
importancia de monitorearla!42!, Desde luego, por encima de los niveles 1500-1800 us/cm se puede
esperar que ocurran cambios en los cultivos mas sensibles’. El valor de la conductividad es directamente
proporcional a la concentracion de sélidos disueltos, se conoce ademas que la conductividad de una
solucion se determina por un movimiento molecular, la temperatura influye en dicho movimiento, por lo
que es necesario tomarla en cuenta cuando se realizan mediciones de precision. Generalmente, para
realizar mediciones comparativas, la temperatura de referencia es de 20 °C ¢ 25 °C141621. En el presente
trabajo la temperatura se mantuvo dentro de dicho rango.

El parametro quimico mas importante, puesto que interviene en la supervivencia de S. typhi y S.
enteritidis, es la presencia de cloro libre residual en el agua potable de los diferentes distritos de Trujillo.
El cloro residual libre es la cantidad de cloro en el agua en forma de 4cido hipocloroso o hipoclorito, las
cuales son la forma activa del cloro, dandole el poder desinfectante®?. En el presente trabajo la cantidad
de cloro libre residual estuvo en el rango de 0.2 a 0.3 mg CI/L, cantidad aceptada que se encuentra dentro
de los limites establecidos (0,5- 0,2 mg/L) en toda agua potable!4.2!.

Las muestras de agua potable al estar entre los valores permitidos, indican que tiene una adecuada
desinfeccion, conteniendo la cantidad necesaria para eliminar los microorganismos. Esto explica las
curvas de supervivencia; donde se observa que a tiempo transcurrido de 30 minutos de inoculada la
suspension bacteriana de Sa/monella typhi y Salmonella enteritidis, se obtuvieron porcentajes de muerte
de 99.8% y 94.71 %. Las células bacterianas afectadas por el cloro, liberan acidos nucleicos, proteinas y
potasio y las funciones de la membrana, tales como la respiracion y transporte activo, son mas afectadas
que los procesos citoplasmaticos”:89. Existe la hipotesis que la pared celular, bajo estrés ambiental, podria
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interactuar con el cloro, el cual parece causar alteraciones fisicas, quimicas y bioquimica, por lo tanto,
destruye la barrera protectora de la célula, con lo que concluyen las funciones vitales y da lugar a la
muerte del microorganismo. Una posible secuencia seria la interrupcion de la barrera de la pared celular
mediante reacciones del cloro con sitios proyectados en la superficie de células, terminacion de las
funciones asociadas con membranas y terminacion de las funciones celularess.

Al mismo tiempo, la efectividad del cloro también se ve afectada por el pH del agua, la cloracion no es
efectiva si el pH es mayor de 7,5 o menor de 6,5. Ademas, la accion bactericida se debe a la actividad de
acido hipocloroso (HCIO), el cual se favorece a pH menores de 7,5 ya que a pH mayor tiende a generar
ion hipoclorito (CIO-), el cual tiene una actividad reducida debido a su carga eléctrica y no atraviesa
facilmente la membrana celular de las bacterias?:89.

Al obtener los recuentos de las poblaciones de S. fyphi'y S. enteritidis, se utilizé diluciones de solucion
salina fisioldgica (SSF) conteniendo tiosulfato de sodio, a una concentracion final de 100pug/mli020, para
poder inactivar el cloro tanto en las diluciones asi como en las placas de siembra. Ya que al inicio de los
ensayos utilizando sélo diluciones SSF, no permiti6 realizar los recuentos por falta de desarrollo
bacteriano. Cabe resaltar ademas que a partir de las 18 horas de incubada S. enferitidis, mostrd6 buen
desarrollo bacteriano en las placas petri a diferencia de S. £yphi, la cual atn a las 36 horas se pudo hacer
lectura.

El hecho de que las curvas de supervivencia sean semejantes (p>0,05), significa que el agua de los
distritos estudiados es similar en términos de calidad microbiologica, al margen de su cantidad. De igual
modo, en lo que corresponde al tiempo de supervivencia, verificandose lo sefialado para las curvas de
supervivencia y corroborando que, efectivamente, S. enferitidis tiene mas tiempo de supervivenciao, lo
cual podria estar relacionado con el hecho de que S. enteritidis podria tener mas resistencia al acido
hipocloroso que S.#yphf7. En efecto, se ha logrado identificar algunos de los mecanismos defensivos de
las salmonelas en ambientes de pH 4cido extremo, determinando las formas en las que dos serovariedades
del género Salmonella tales como: S. typhimurium y 8. senfitenberg se defienden ante esta agresion
externa, resaltando que estan implicados genes especificos (genes: adi y cad, respectivamente). Se
identific6 ademas sistemas de proteccion en 2 puntos concretos como es en la membrana bacteriana y en
sus sistemas homeostaticos; esto podria inducir que S. enteritidis podria actuar de la misma manera
respecto a la tolerancia al cloro o poseer algunos de estos genes en estudio, explicando asi su
supervivencia en este trabajo diferenciandola de S. fyph#15.

Se debe recalcar que si bien es cierto las curvas de supervivencia no tienen significancia
estadisticamente, S. enferitidis sobrevive mas tiempo que S. fyphi, y tomando en cuenta que el parametro
determinante del agua potable que influye en la supervivencia de éstas bacterias, es la concentracion de
cloro libre residual; se concluye que se debe mantener los niveles de desinfeccion indicados para el agua
potable, ya que si no fuese asi, en una posible contaminaciéon con Salmonella enteritidis, podria ser
perjudicial para la comunidad.

CONCLUSIONES

e Salmonella enteritidis tiene estadisticamente el mismo comportamiento en agua potable de diferentes
distritos, pero en base a sus recuentos, mantiene una curva de supervivencia decreciente por mas
tiempo que Sa/monella typhi.

e No existe diferencia significativa entre las curvas de supervivencia de Salmonella typhi en agua
potable de los distritos de Florencia de Mora, La Esperanza, el Porvenir y Laredo.

* No existe diferencia significativa entre las curvas de supervivencia de Salmonella enteritidis, en agua
potable de los distritos de Florencia de Mora, La Esperanza, el Porvenir y Laredo.
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