NIVELES DE
ESCHERICHIA COLI
ENTEROPATOGENA
(EPEC) EN AGUA DE

MAR DE LA PLAYA
AGUA DULCE DEL
DISTRITO DE
CHORRILLOS

por FABIOLA LOPEZ FANCY MIRANDA



UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA

INCA GARGILASO

e
<
og
7]
G
=
H
5

VD3A V1 3a

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

“NIVELES DE ESCHERICHIA COLI ENTEROPATOGENA (EPEC)
EN AGUA DE MAR DE LA PLAYA AGUA DULCE DEL DISTRITO
DE CHORRILLOS”
Tesis para optar el Titulo Profesional de Quimico Farmaceéutico y
Bioquimico
TESISTAS:

Bachiller LOPEZ MENDOZA, FABIOLA IRENE
Bachiller MIRANDA CASTILLO, FANCY LISSETH

ASESOR:

DR. Q.F. HECTOR ALEXANDER VILCHEZ CACEDA

LIMA - PERU
2018



INDICE

Acta de sustentacion
Dedicatoria
Agradecimiento
Abreviaturas

indice de tablas
indice de figuras

Indice de anexos

Resumen
Abstract
1o X0 10 o o o o 1
CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.........covviiiiieeiieeee o, 3
1.1. Descripcion de la realidad problematica............c.cooeveiiiiiiiiiinnnnnn. 3
1.2, Problemas. ... 4
1.2.1. Problemageneral..........ccoooiiiiiii e 4
1.2.2. Problemas especifiCoS..........ccciviiiiiiiii i 4
1.3, ODJBLIVOS. . . et 5
1.3.1. Objetivo general....... ..o 5
1.3.2. Objetivos eSpecCifiCoS........coovviiiiiii e 5
1.4, JUSHIFICACION. ... e 6
1.5. Limitaciones metodolOgiCas. .........ccoviiriiiiiiiiiii e 6
CAPITULO 11: MARCO TEORICO ... ieeiiiiiiiee e 7
2.1 Estado del arte.......o.oniiiiii 7
2.1.1. Antecedentes nacionales............ccoviiiiiiiiiiiiiiiieeee 7
2.1.2. Antecedentes exXtranjeroS. ... .. .o.vueveruieii i ieeeeeeeeennn 10
2.2. Bases tedricas y/o legales........ooiiiiiiiii 15
2.2.1 BaSES tEOMCAS. ... 15

2.2.1.1. Contaminacion del Mar..........ooeeeie i 15



2.2.1.1.1. Contaminacién bacteriana del medio marino.............. 15

2.2.1.2. Calidaddelagua..........cccoviiriieiiiiiiiicc e, 16
2.2.1.2.1. Descripcion de parametros de calidad de agua........... 16
2.2.1.2.1.1. Descripcién de los pardmetros fisicos................. 17
2.2.1.2.1.2. Descripcion de los parametros microbiolégicos..... 18
2.2.1.3. Grupo ColfOrmMe. ..o 18
2.2.1.4. Enterobacteriaceae. ..........coovveieiiii i 19
2.2.1.4.1. Generalidades...........ccooeiiiiiiii 19
2.2.1.4.2. Caracteristicas bioquimicas e identificacion................ 21
2.2.1.5. Escherichia. ......c.ooi i 22
2.2.1.5.1. Escherichia COli........ccoooiiiiiii e 22
2.2.1.5. 1.0 HISTOMA. ..o 22
2.2.1.5.1.2. Habitat. ..o 23
2.2.1.5.1.3. Morfologia........ccoiiiiiiiii e 24
2.2.1.5.1.4. Morfologia colonial.................ccoooiiiiiiiiinn. . 25
2.2.1.5.1.5. Componentes estructurales de la pared celular..... 25
2.2.1.5.1.6. Heterogeneidad antigénica.............c.ccceeeveeninenn. 26
2.2.1.5.1.7. T@XONOMIA. .. .uiuiieiniie e e een 27
2.2.1.5.1.8. Factores de virulencia............c.ccoceiiiiiiiiiiinnnn. 28
2.2.1.5.1.9. Patologia — Sindromes clinicos.......................... 29
2.2.1.5.1.10. Identificacion de Escherichia coli...................... 31
2.2.1.5.1.11. Clasificacion............ccovviiiiiiiiii i 32
2.2.1.6. Escherichia coli enteropatogena (EPEC)............coccovieiinni. 35
2.2.1.6. 1. HIStOMA. ... 35
2.2.1.6.2. Epidemiologia de Escherichia coli patégeno en el
MUNAO Y PeIU. ... 35
2.2.1.6.3. Esquema patogénico de Escherichia coli
ENLEIOVITUIENTAS. ... et 36
2.2.1.6.4. MecanisSmo de aCCiON.........ccoevuiuiieiiiieiieieieeaeneaene 38
2.2.1.6.5. Identificacion de Escherichia coli enteropatégena........ 38
2.2.1.6.6. Cuadro CliNICO........ccvviii e 39
2.2.1.6.7. DIagNOSHICO. ....eeiieee e 39

2.2.1.6.8. TratamientO. .. .o 40



2.2.2. Bases legales. ..o, 40

2.3, HIPOIESIS. .. 42
2.3.1. Hipotesis general............ccoiiiiiiiiiic i 42

2.3.2. Hip6tesis especifiCas. ... ...ooviiiiiiiiicc 42

2.4. Definicion de terminos DASICOS. . .....ovne e, 43
CAPITULO IIl: METODOLOGIA. ... et 47
3.1. Tipo y disefio de iInvestigacion...........c.coviiiiiii i, 47

3.2. PODIACION Y MUESHIA. ... e a7

3.3. Equipos, materiales y reactivos.........cccvieiiiiiiii i, 48

3.4. Procedimiento experimental...............coooiiiiiiiiii e, 50

3.5. Procesamiento de DatOS. .......ovueeeeee e 56
CAPITULO IV: RESUL T AD S . .. e e e 57
4.0, PresSentaCiON. .. ... 57

4.2, DISCUSION. .o e e e 70
CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.......coviiiii . 72
B L. CONCIUSIONES . . . e e e e 72

5.2. RECOMENAACIONES. .. .ottt e e e 73
REFEREN CI A S . .o e e 74

AN X O S 90



DEDICATORIA

A Dios, por permitirme culminar esta etapa en mi vida.

A mis padres, Eugenio Domingo Lopez Piaggio y Julia Alicia Mendoza Fabian, que
con todo su infinito amor, sabiduria y consejos supieron guiarme para ser la persona
y la profesional que soy. Asimismo, siempre fueron los primeros en confiar en mi y me
impulsaron a conseguir todas mis metas.

A mi abuelita, Ignacia Tomasa Fabian Turriate viuda de Mendoza, porque es como
una segunda madre para mi, quien siempre se encuentra velando por mi bienestar y
me demuestra todo su amor incondicional; asi como a mi abuelito Juan Bautista
Mendoza Soria que desde el cielo observa este logro y del cual nunca olvido todo lo
gue me ensefio y por todo su amor que hasta el dia de hoy siento en cada momento.
A Hernan Santiago Valencia Carrillo, que con todo su amor siempre me alienta a
alcanzar mis objetivos y a querer mejorar dia a dia tanto de forma personal como
profesional, por todo el amor que me profesa con cada accion que realiza 'y con el cual
siempre cuida de mi; ademas de apoyarme en todo momento y en cualquier situacién,
ser mi felicidad y por ser esa persona irremplazable en mi vida.

Fabiola.

A Dios, por bendecirme con salud, sabiduria y darme los conocimientos necesarios
para mi formacion como profesional.

A mis padres, Haydde Castillo Guerrero y Carlos Miranda Mufioz, por su amor puro y
sincero, por educarme como la persona que soy actualmente con valores y principios.
A mi hermana Carlita, porque siempre estad a mi lado en cada momento apoyandome,
por su carifio y todo lo bueno que aporta a mi vida; a mi tia Elsita por ser como una
segunda mama, por ayudarme todos los dias y ese carifio inmenso que siempre me
da.

A mis abuelitos Brigida Mufioz Paredes y José Castillo Guerrero quienes velan por mi
desde el cielo.

A Willy Romani Huaman por llenarme cada dia de alegria y por estar siempre conmigo
en los momentos buenos y malos brindandome su amor, paciencia y comprension.

Fancy.



AGRADECIMIENTO

A Dios por guiar siempre nuestro camino y a nuestros padres por su amor infinito, el
apoyo incondicional; asi como por estar presentes en cada paso que hemos dado

hasta llegar a este momento tan importante de nuestra carrera.

A todos nuestros familiares, quienes nos brindaron siempre su apoyo y muchas veces

fueron nuestros segundos padres o hermanos.

A nuestro asesor Dr. Q.F. Héctor Alexander Vilchez Caceda, por su orientacion y sus
conocimientos, asi como por siempre darse un tiempo para nosotras a pesar de todas

las responsabilidades que recaen en sus hombros.

A la Dra. Q. F. Melissa Hinostroza Yucra, por permitirnos realizar la tesis en las
instalaciones del laboratorio KARIFRAN S.A.C. del cual es Director Técnico, asi como
a la Dra. Q. F. Elizabeth Rudas Alcantara, Jefe de Control de Calidad en dicho
Laboratorio y es quién nos brinddé su apoyo incondicional en todo momento para
realizar la tesis, asi como absolvio todas nuestras dudas y siempre nos guio; en este
tiempo no solo fue nuestra mentora sino que se convirtié en una amiga muy querida

para ambas.

A la Ing. Cynthia Zufiiga Ramos, por brindarnos su apoyo en la parte estadistica y

recibirnos siempre con una sonrisa y absolver todas nuestras dudas.

Muchas gracias a todos, por toda su paciencia, apoyo, generosidad, aliento,
recomendaciones y el carifio siempre brindado. A todos y cada uno de Uds.
muchisimas gracias, las palabras antes escritas son poco para todo lo que sentimos

hacia Uds.



ABREVIATURAS

DIGESA: Direccion General de Salud Ambiental
DS: Decreto supremo

E. coli: Escherichia coli

ECET: Escherichia coli enterotoxigénica

ECEH: Escherichia coli enterohemorragica
ECEI: Escherichia coli enteroinvasiva

ECEA: Escherichia coli enteroagregativa

ECAD: Escherichia coli de adherencia difusa

© © N o g s> w D P

ECEP/EPEC: Escherichia coli enteropatégena
10.Ed.: Edicion

11.N2 Numero

12.NMP: Numero mas probable

13.m: metro

14.MINSA: Ministerio de Salud

15.mL.: Mililitro

16.UFC: Unidades formadoras de colonias

17.V.: Version



Tabla N° 01.:
Tabla N° 02:
Tabla N° 03:
Tabla N° 04:

Tabla N° 05: Predominio de EPEC en criaturas de nacionalidad peruana con

INDICE DE TABLAS

Principales especies de enterobacterias de interés médico
Geéneros de la familia Enterobacteriaceae
Especies del género Escherichia

Serotipos de Escherichia coli diarreagénicos en humanos

diarrea fundamentada con procedimientos de diagnéstico no moleculares

Tabla N° 06:
Tabla N° 07:
Tabla N° 08:
Tabla N° 09:
Tabla N° 10:
Tabla N° 11:

Tipos de Escherichia coli Enteropatégena Ay B
Determinacién de control de la calidad microbiologica
Cuadro de reacciones bioquimicas

Turno mafiana. Prueba fisica

Turno tarde. Prueba fisica

Turno mafana. Pruebas microbiolégicas. Medio de cultivo

(caldo lauril sulfato)

Tabla N° 12:

Turno tarde. Pruebas microbiologicas. Medio de cultivo

(caldo lauril sulfato)

Tabla N° 13:
Tabla N° 14:
Tabla N° 15:
Tabla N° 16:
Tabla N° 17:
Tabla N° 18:
Tabla N° 19:
Tabla N° 20:

agar EMB

Tabla N° 21:

agar EMB

Tabla N° 22:
Tabla N° 23:
Tabla N° 24:
Tabla N° 25:
Tabla N° 26:

Turno mafana. Pruebas microbiolégicas. (Coliformes totales)
Turno tarde. Pruebas microbioldgicas. (Coliformes totales)
Turno mafana. Pruebas microbiolégicas (Coliformes fecales)
Turno tarde. Pruebas microbiolégicas (Coliformes fecales)
Numero mas probable (NMP)

Numero de coliformes totales

Numero de coliformes fecales

Turno mafana. Prueba confirmativa de Escherichia coli en

Turno tarde. Prueba confirmativa de Escherichia coli en

Turno mafana. Prueba confirmativa. Tincion Gram
Turno tarde. Prueba confirmativa. Tincién Gram

Turno mafiana. Prueba confirmativa. Prueba bioquimica
Turno tarde. Prueba confirmativa. Prueba bioquimica

Turno mafana. Prueba confirmativa. Prueba serologica

20
21
22
27

37
39
41
54
57
57

58

58
58
59
59
59
60
61
61

61

62
62
62
63
64
65



Tabla N° 27: Turno tarde. Prueba confirmativa. Prueba seroldgica
Tabla N° 28: Estadisticos descriptivos
Tabla N° 29: Promedio del nivel medio de E.coli (Coliformes totales)

Tabla N° 30: Promedio del nivel medio de E. coli (Coliformes fecales)

65
66
66
67



INDICE DE FIGURAS

Figura N° 01: Tincion de Escherichia coli Gram Negativo
Figura N° 02: Escherichia coli en medio de cultivo EMB
Figura N° 03: Taxonomia Escherichia coli

Figura N° 04: Método del nimero mas probable

Figura N° 05: Gréafico de medias

24
25
28
53
67



INDICE DE ANEXOS

Anexo 01: Matriz de consistencia

Anexo 02: Imagenes

Imagen N° 1:
Imagen N° 2:
Imagen N° 3:
Imagen N° 4:
Imagen N° 5:
Imagen N° 6:
Imagen N° 7:
Imagen N° 8:
Imagen N° 9:

Imagen N° 10:
Imagen N° 11:
Imagen N° 12:
Imagen N° 13:
Imagen N° 14:
Imagen N° 15:
Imagen N° 16:
Imagen N° 17:
Imagen N° 18:
Imagen N° 19:
Imagen N° 20:
Imagen N° 21:
Imagen N° 22:
Imagen N° 23:
Imagen N° 24:
Imagen N° 25:

Lugar de la toma de muestra — playa Agua Dulce, Chorrillos
Toma de muestra

Control de temperatura (Prueba fisica)

Conservacién de las muestras con geles refrigerantes
Transporte de las muestras al laboratorio para su analisis
Muestras con tincion Gram

Resultados de la tincion Gram observados al microscopio
Resultados de la tinciéon Gram observados al microscopio
Resultados de la tincion Gram observados al microscopio
Resultados de la tincion Gram observados al microscopio
Incubacioén de la muestra en caldo lauril — Turno mafiana
Incubacion de la muestra en caldo lauril — Turno tarde
Resultados en caldo lauril

Resultados en caldo verde brillante bilis 2%

Resultados en caldo verde brillante bilis 2%

Resultados en caldo E. coli

Resultados en agar EMB

Resultados en agar EMB

Resultados de la prueba bioquimica — Citrato

Resultados de la prueba bioquimica — Indol

Resultados de la prueba bioquimica — Agar Lisina
Resultados de la prueba bioquimica — Motilidad
Resultados de la prueba serolégica — serotipo A
Resultados de la prueba serolégica — serotipo B

Etiqueta de identificacion de muestra

Anexo 03: Ficha de andlisis del agua de mar

Anexo 04: Ficha de validaciéon del instrumento

Anexo 05: Ficha de validaciéon del instrumento

Anexo 06: Ficha de validacion del instrumento

90

91
91
91
92
92
93
93
93
93
93
94
94
95
95
95
96
97
97
98
98
98
99
99
99
100
101
105
106
107



Anexo 07:
Anexo 08:
Anexo 09:
Anexo 10:
Anexo 11:
Anexo 12:
Anexo 13:
Anexo 14:
Anexo 15:
Anexo 16:

Certificado de andlisis de la cepa Eschericha coli ATCC 8739
Certificado de analisis del caldo lauril triptosa

Certificado de analisis del caldo verde brillante bilis 2%
Certificado de analisis del caldo E. coli

Certificado de andlisis del agar EMB

Certificado de andlisis del cristal violeta

Certificado de analisis de lugol Gram

Certificado de analisis del decolorante Gram

Certificado de andlisis de la safranina

Certificado de andlisis del suero Eschirichia coli clasica

polivalente A

Anexo 17:

Certificado de analisis del suero Eschirichia coli clasica

polivalente B

Anexo 18:

GUIA TECNICA Procedimiento de Tomas de Muestras del

Agua de Mar en Playas de Bafio y Recreacion

Anexo 19:

DS N° 038/MINSA-DIGESA-V.02 DIRECTIVA SANITARIA

QUE ESTABLECE EL PROCEDIMIENTO PARA LA EVALUACION DE
LA CALIDAD SANITARIA DE LAS PLAYAS DEL LITORAL PERUANO

108
109
110
111
112
113
114
115
116

117

118

119

135



RESUMEN

La presente investigacién tuvo como objetivo determinar los niveles de Escherichia
Coli Enteropatégena (EPEC) en agua de mar de la playa Agua Dulce del distrito de
Chorrillos, Lima, Per(, mediante tomas de muestras representativas en tres diferentes
distancias (5 m, 10 m y 20 m) y en dos tiempos (mafiana y tarde). Los métodos
utilizados para la determinacion de Escherichia Coli Enteropatégena en agua de mar
fueron las siguientes: aislamiento e identificacion de Escherichia Coli, técnica de
diluciones en tubo multiple (NMP), pruebas confirmativas como prueba bioquimica y
prueba serolégica de Escherichia coli enteropatégena con sueros anti-E. coli
enteropatdgena clasica. Los resultados obtenidos de la cuantificacion de coliformes
totales y fecales de las muestras fueron comparados con el rango de valor de la
determinacion de control de calidad microbiolégica, con base en la Directiva Sanitaria
(DS N°038/MINSA-DIGESA-V.02) que fundamenta el método para determinar la
calidad saludable de las playas del litoral peruano. En los resultados se observo la
presencia de E. coli en la mayoria de las muestras, mientras que para Escherichia coli
enteropatogena (EPEC) los resultados obtenidos fueron desde 730 UFC/ml hasta
1100 UFC/ml. En la prueba serolégica se determin6 que mas de la mitad de las
muestras fueron positivas para el serotipo A y menos de la mitad de las otras muestras
fueron positivas para el serotipo B.

Se arribé a la conclusion de que los niveles de Escherichia coli enteropatégena
(EPEC) en el agua de la playa Agua Dulce, del distrito de Chorrillos, sobrepaso los
rangos de valor permitidos, los cuales podrian provocar dafios en la salud de las
personas que frecuentan esa playa.

Palabras clave: Aislamiento, Identificacién, Escherichia coli Enteropatdgena, Playa

Agua Dulce.



ABSTRACT

The objective of the present investigation was to determine the levels of
Enteropathogenic Escherichia Coli (EPEC) in seawater from the Agua Dulce beach of
the Chorrillos District of Lima, Peru, performing the representative sampling at different
distances (5 m, 10 m and 20 m) and in two times (morning and afternoon). The
methods used for the determination of Enteropathogenic Escherichia Coli in seawater
were the following: Isolation and Identification of Escherichia Coli, multiple tube dilution
technique (NMP), confirmatory tests such as biochemical test and serological test of
Enteropathogenic Escherichia coli with serums anti-E coli enteropathogenic Classical.
The results of the quantification of total and fecal coliforms of the samples were
compared with the range of value of the microbiological quality control determination,
based on the Sanitary Directive (DS N ° 038 / MINSA-DIGESA-V.02) that
fundamentally the method to determine the healthy quality of the beaches of the
Peruvian coast. The results show the presence of E. coli in most of the samples; while
for Enteropathogenic E. coli (EPEC) the results have been from 730 CFU / mL. to 1100
CFU / mL. In the serological test it was determined that more than half of the samples
were positive for serotype A and less than half of the other samples were positive for
serotype B.

It was concluded that the levels of enteropathogenic E. coli (EPEC) in the seawater of
the Agua Dulce beach of the district of Chorrillos, surpassed the permitted ranges of
value; which could cause damage to the health of people who frequent that beach.
Key words: Isolation, Identification, Enteropathogenic Escherichia Coli, Agua Dulce

Beach.
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INTRODUCCION

La contaminacién de agua de mar en las playas puede llevarse a cabo por la falta de
compromiso de quienes estan vinculados al emponzofiamiento microbiano de los
ecosistemas maritimos y esto se debe a la existencia de microorganismos infecciosos.
Los patrones infecciosos de esta clase toman agentes de infeccion determinados que
les otorga provocar una serie de padecimientos intestinales y extraintestinales, incluso

en personas de buenas condiciones sanitarias.!

Los intermediarios incluidos en la trasmisién hidrica son las bacterias, virus y/o

protozoos (gérmenes), aptos para provocar padecimientos en la humanidad.

El procedimiento de determinacion de los microorganismos infecciosos, aprobado
mundialmente, es utilizar aquellas bacterias que sefialan la presencia de
contaminacion fecal. Dentro de los microorganismos mas usados con estas finalidades
se halla una agrupacion bacteriana denominada Coliformes; dentro de estos se
encuentra la especie Escherichia Coli que provoca dafios en el intestino por todos los

antes mencionados.? -4

La presencia de concentraciones elevadas de microorganismos como Escherichia coli,

asimismo se vincula claramente al peligro saludable por el empleo del agua. °.

La investigacion de las agrupaciones infecciosas por la agrupacion de Escherichia coli,
comenzando con los ecosistemas maritimos infectados ha ido aumentado
ultimamente en el transcurso del tiempo; ademas, origina a denominarse como aquel
método utilizado con més frecuencia para la determinacién de la calidad del agua de

manera microbioldgica.®-°

Las personas que concurren a estas playas como acto recreativo, como por ejemplo,
las playas del Perua, especificamente, Agua Dulce, deben tomar en cuenta que por
mas limpia que se ve la playa no es segura para la salud y puede llevar a contraer las

enfermedades antes mencionadas. Por esta razon, este tema de estudio sobre la



determinacion de los niveles de Escherichia Coli Enteropatégena (ECEP) en agua de
la playa Agua Dulce del distrito de Chorrillos que se desarrollé tomando como base la
Directiva Sanitaria (DS N°038/MINSA-DIGESA-V.02) fundamenta el método para la
determinar qué tan saludables son las playas pertenecientes a la costa del Perq,
enfocandose en su calidad, de la cual se tomaron los parametros establecidos para la

determinacién de control de calidad microbiologica.

La presente tesis expone, en cinco capitulos, el proceso cientifico realizado sobre el

tema de la investigacion, a saber:

El capitulo 1 plantea el problema de la investigacion, los objetivos, justificacion y

limitaciones metodoldgicas.

El capitulo 2 aborda el marco tedrico, los antecedentes de la investigacion y las bases

tedricas y/o legales.

El capitulo 3 desarrolla los procedimientos para la investigacion, tipo y disefio de la
investigacion, poblacién, procedimiento experimental, técnicas e instrumentos de

recoleccion y procesamiento de datos.

El capitulo 4 presenta los resultados del estudio, contrastacion de hipotesis y discusion

de los resultados obtenidos.

El capitulo 5 expone las conclusiones a las que se arrib6 y las recomendaciones

pertinentes.



1.1

CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcion de larealidad problematica

Existen estudios realizados a nivel mundial para determinar la vinculacién de la
calidad de agua empleada para ocupaciones de entretenimiento y las
consecuencias desfavorables que ocasionan a la salud de los individuos.
Segln Chacén et al. (2002)1°, hay procedimientos o sistemas para el célculo
de estas bacterias, conforme a los distintos ejemplos de muestras. La
localizacion y calculo de microrganismos se fundamenta en el uso de
procedimientos que implica el procedimiento de inocular las muestras del agua
en ambiente de cultivacién determinados (ya sean liquidos o sélidos) los cuales
aseguran la mayor parte de requisitos subsistenciales de la asociacién de

bacterias con respecto y la selectividad de los mismos.!

También los coliformes totales y coliformes fecales o también conocidos
termotolerantes han sido los principales microorganismos que indican asi la
infeccion. 2 Por consiguiente Méndez (2004)*2 afirma que los microorganismos
gue indican infeccion mas comunes son: Escherichia coli, adicionando
Estreptococos fecales, bacterias coliformes (termotolerantes y totales),

colifagos y clostridios que son capaces de reducir el sulfito.

Por ello, la existencia de Escherichia coli hallada en agua marina es una
manifestacion de una infeccion de aguas excedentes o por residuos de
excremento de animales/humanos, ya que puede entrar en contacto con el

agua de diferentes maneras.



Los origenes de infeccion residuales de las personas y animales simbolizan un
enorme riesgo para la salud porgue es una elevada posibilidad de que existen

intermediarios infecciosos en los sobrantes fecales.

Las playas del Pert son muy visitadas en el verano como acto recreativo pero
las personas que mas concurren a estas playas deben tener en cuenta que no
todas son saludables. Por ende, los bafiistas deben tomar conciencia que tiene

que ser cuidadas durante y después de ser usadas.'*

Una de las playas mas privilegias por los limefios de estrato social bajo y
provincianos en el verano es La playa de Agua Dulce, ubicada en el distrito
Chorrillos con una poblacion de 335.6 habitantes, segun INEI.1> Se encuentra
muy cerca una desembocadura de desague llamada La Chira, la cual también
produce una contaminacién al agua de mar. Por ello, es importante determinar
los niveles de Escherichia coli enteropatdégena en la playa de Agua Dulce y asi
sefalar si realmente es 0 no un foco infeccioso y esto se lograra determinar de
acuerdo con lo normado en la Directiva Sanitaria N° 038-MINSA/DIGESA-V.02.

1.2. Problemas

1.2.1. Problema general:

¢ Existiran niveles de Escherichia coli enteropatégena (EPEC) en

agua de mar de la playa Agua Dulce del distrito de Chorrillos?

1.2.2. Problemas especificos:

1. ¢Existirdn niveles de Escherichia coli en medios de cultivo
selectivo (Caldo verde brillante y caldo E. coli) en las muestras de agua

de mar de la playa Agua Dulce del distrito de Chorrillos?

2. ¢ Existira presencia de Escherichia coli en agua de mar de la playa
Agua Dulce del distrito de Chorrillos en medio de cultivo selectivo
diferencial (Agar EMB)?



3. ¢ Existira presencia de Escherichia coli mediante pruebas

bioquimicas aislada de medios de cultivo selectivo (Agar EMB)?

4, ¢ Existira presencia de Escherichia coli enteropatéogena (EPEC)

mediante pruebas seroldgicas?

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general:

Determinar los niveles de Escherichia coli enteropatégena (EPEC) en

agua de mar de la playa Agua Dulce del distrito de Chorrillos.
1.3.2. Objetivos especificos:

1. Cuantificar mediante medios de cultivo selectivo (Caldo verde
brillante y caldo E. coli) los niveles de Escherichia coli en las
muestras de agua de mar de la playa Agua Dulce del distrito de
Chorrillos.

2. Aislar Escherichia coli en agua de mar de la playa Agua Dulce del
distrito de Chorrillos en medio de cultivo selectivo diferencial (Agar
EMB).

3. Identificar mediante pruebas bioquimicas Escherichia coli aislada

de medios de cultivo selectivo (Agar EMB).

4. Determinar la presencia de Escherichia coli enteropatégena

(EPEC) mediante pruebas serolégicas.



1.4 Justificacion

La presente investigacion estudia la determinacibn de los niveles de
Escherichia coli enteropatdgena en agua de mar de la playa Agua Dulce y el
riesgo al que estaria expuesta la poblacion debido a la alta concurrencia de ella
en épocas de verano. La investigacion cobra importancia debido a que los
bafiistas desconocen que diversas enfermedades de las que son victimas en
verano son producto de la asistencia a una playa con altos niveles de bacterias
en ellas. Las diversas enfermedades que podrian contraer por asistir a una
playa contaminada son: infecciones urinarias, infecciones de las vias biliares,

gastroenteritis, peritonitis, etc.**

Esta investigacion servird de guia para beneficiar a los futuros profesionales en

busqueda de informacion relacionada al tema tratado.

1.5 Limitaciones metodoldgicas

La ejecucion de la presente investigacion evidencio ciertas limitaciones a lo
largo de su desarrollo, como el que se podia presentar un contratiempo antes
de llegar al laboratorio desde la toma de muestra y que la temperatura
controlada salga fuera del rango establecido durante el transporte de la muestra
hacia el laboratorio. Ademas, se tuvo limitaciones operativas en cuanto a la
recoleccion de datos, ya que estos solo se podrian llevar a cabo con una ficha
de recoleccion de datos y obtener un minimo porcentaje de significancia (5%)
en el procesamiento de datos.



2.1.

CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Estado del arte

Todo estudio de investigacion requiere ser refrendado con otros estudios, y
para el caso de esta investigacién, se han considerado estudios nacionales y

extranjeros, los que a continuacioén se refieren:

2.1.1. Antecedentes nacionales

Benvenutto, V. (2017): “Determinacion de Escherichia coli enteropatégena
(ECEP) en agua de mar del Circuito de playas de la Costa Verde-Peru”. El
objetivo del trabajo fue sefalar la existencia de Escherichia coli enteropatégena
(ECEP) en el contorno del litoral de la Costa Verde perteneciente a Lima
Metropolitana.t*

En el estudio se analizaron 71 muestrarios adquiridos de 15 playas de Costa
Verde; por consiguiente, se realizaron los siguientes andlisis como
herramientas eficaces en esta evaluacion: apartamiento en un ambiente de
cultivacion de seleccion de Agar Mac Conkey, EMB y TBX, usando pruebas
bioquimicas y especificacion en serologia de las cepas agresivas Escherichia
coli enteropatdgena, utilizando sueros anti-E. coli enteropatéogena. Los datos
obtenidos fueron analizados por el programa Excel 2013 y el sistema SPSS,
version 19, con el fin de abreviar los datos en testimonio estadistico abreviado.
Se determiné que del resultado de cien cepas de Escherichia coli reconocidas,

resultaron positivas 33 cepas para la especificacion seroldgica.*



Se concluyé que del conjunto de cepas positivas para Escherichia coli
enteropatogena, dieron positivas 7 cepas para el serogrupo Ay 26 cepas dieron

positivas para el serogrupo B.*

Frias, T. (2016): “Evaluacion de los parametros microbioldgicos, quimicos y
fisicos en el sector Puerto de Productores Rio Itaya, departamento de Loreto
del Perq, desde el 2014 al 2015”. El objetivo del presente estudio fue determinar
la contaminacion de las aguas que provienen de las diversas actividades
portuarias, siendo este un problema ambiental frecuente en el Peru, teniendo
en cuenta que la contaminacion de los rios es la problematica muy antigua en
nuestro territorio (contaminacion ambiental), atribuido al aumento de las
poblaciones que se asientan cerca de los rios, ademas de la ocupacién de
industrias industrial; por ello, en el presente estudio se evaluaron los
parametros microbioldgicos, quimicos Y fisicos relacionando con los patrones
nacionales de calidad de ambiente para agua en la jerarquia 4, mantenimiento
del entorno maritimo, y con dicha informacion recopilada poder realizar una
proposicion para disminuir la elevacion de polucion en la seccion embarcadero
de fabricantes rio Itaya en el departamento de Loreto. Se recolectaron tres
muestras y se seleccionaron tres lugares para recolectar la muestra en un
periodo de un afo, los meses de diciembre y julio encontrando que en esos
periodos hay mas concurrencia de los pobladores por los dias no laborables. El
estudio microbiolégico realizado se llevo a cabo mediante el procedimiento de
los tubos complejos de transformaciéon (nUmero mas probable), el estudio fisico
quimico se ejecuté conforme al parametro contado.®

El trabajo concluy6 que los parametros fisicos, quimicos y microbiol6gicos se

diferencian de los patrones precisados de calidad del &mbito para el agua.'®



Romero, B. (2016): “Concentracion de coliformes totales, fecales y Escherichia
Coli en agua de mar de la playa de Salaverry, Trujillo-Perd”, cuyo proposito fue
definir la aglutinacion de coliformes totales, fecales y Escherichia coli en la
playa de Salaverry, teniendo como finalidad determinar la contaminacién
marina, contaminacién marina con microorganismos y como influenciaria en los
ecosistemas costeros, generandose dicha contaminacion por un aumento
considerable de las poblaciones, provocando de esta manera una
contaminacion que puede provocar enfermedades.’

Las muestras de agua obtenidas fueron analizadas entre los periodos de mayo
a noviembre del 2015. Se obtuvieron los resultados mediante el método de
Numero Mas Probable (NMP) donde el rango para coliformes totales, fecales y
para Escherichia coli fueron menor a los rangos permitidos.t’

El trabajo concluyé en que todas las muestras no excedieron el Margen
Supremo Tolerable, por lo que esta playa fue idonea para ser utilizado como

esparcimiento, dando resultados alentadores.!’

Calderon, K. (2014): “Contaminacién fecal por enterococos en agua de mar de
las playas de Huanchaco y Huanchaquito de agosto 2013 — enero 2014”. Cuyo
objetivo fue determinar la categoria de la infeccion fecal de las playas
mencionadas.*®

Las muestras fueron tomadas cada 15 dias, donde las muestras habian sido
purificadas, e incubadas en agar mE, luego se desarrollaron pruebas
biogquimicas de comprobacion. En promedio se hall6 que la playa de
Huanchaquito y Huanchaco obtuvieron 216 UFC/100 ml y 72 UFC/100 ml,
respectivamente. El procedimiento estadistico ANAVA sefiala que no existe
desigualdad caracteristica entre las playas. Segun la directiva peruana solo
Huanchaquito excederia, aunque si se toma en cuenta la norma de la OMS

publicada en el 2002, todas excederian el término limite.'®

Se concluy6 que Huanchaquito padece de contaminacion por heces y se debe

tomar en cuenta ejecutar una readaptacion de la directiva peruana debido a



gue las dos playas no permanecerian totalmente aseadas, gracias a los

origenes de infeccién dadas para estas playas.!®

Vergaray et al (2007): “Enterococcus y Escherichia coli como indicadores de
contaminacion fecal en playas costeras de Lima”, cuyo objetivo fue sefalar el
provecho de Escherichia coli y Enterococcus como anunciadores de
contaminacion por heces. 1°

En el periodo del muestreo que fue realizado en enero se encontré que el agua
de 3 playas eran inaceptables para uso de los servicios higiénicos, segun la
directiva del Per(; aunque si se toma en cuenta como indicador a Escherichia
coli y Enterococcus todas las playas estarian consideradas inadmisibles. Y del
muestreo en julio, dan como resultado que las muestras del agua de las 8
playas eran aceptables, segln la directiva del Perl, aunque si se toma en
cuenta los indicadores de Escherichia coli y Enterococcus, 2 playas serian
inaceptables, concluyendo que la contaminacion fecal se evidencia mas en

verano.!®

2.1.2. Antecedentes extranjeros

Gbmez, J. (2016): “Evaluaciéon de la Calidad del agua en las Playas Turisticas
de Puerto Colombia, Atlantico y su relacién con las fuentes de contaminacion,
Barranquilla- Colombia”. El propdsito del estudio fue determinar la calidad del
agua en las playas turisticas de Sabanilla y Pradomar, en el municipio de Puerto
Colombia, Atlantico en diferentes periodos de tiempo, determinando la
presencia de bacterias “indicadoras” de la calidad sanitaria del agua 20,
empleandose la metodologia por Juicio de expertos, permitiendo llevar a cabo
la construccion del indice, en el cual se identificaron los siguientes parametros:
Coliformes totales, coliformes fecales, oxigeno disuelto, DBO5, pH,
temperatura y turbiedad.?°

Se arrib6 a la conclusién de que las playas de Pradomar en los meses 1y 3 la
calidad se ve influenciada por la carga microbiana, cargas en coliformes fecales
arazon de la presencia de vertimientos. Por otra parte, en la playa Sabanilla no

se identificaron fuentes de contaminacion como vertimientos puntuales,
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empero, se evidencia que el agua se ve afectada por una cercania a la
desembocadura del rio Magdalena, concluyéndose que se halla una relacion
inversa entre la calidad del agua y el nimero de turistas que frecuentan estas

playas.?°

Guevara, C. (2015): “Determinacién de la Calidad microbiolégica del Agua de
2 playas: El Tunco y el Sunzal, que se encuentran en la ciudad de La Libertad,
El Salvador”. El objetivo de la tesis fue evaluar la calidad con respecto a la
microbiologia del agua de estas playas mencionadas, utilizando a la asociacion
de bacterias de los grupos coliformes fecales, coliformes totales, Escherichia
coli, y Bacterias Heterétrofas.?*

En cada temporada se analizaron 3 distintas distancias de diez, veinte y treinta
metros a partir del limite de la playa y se determiné coliformes en las dos playas.
Se registrd en la asociacién de las bacterias antes mencionadas un valor
maximo superior en ambas playas, destacando que la totalidad de los
promedios altos se inspeccionaron en la playa El Tunco, de igual modo; se
registro en la playa el Tunco y el Sunzal la presencia de bacterias como: Vibrio
alginolyticus, Pseudomona aeruginosa y Vibrio parahaemolyticus.?!

Se concluye que las playas El Tunco y El Sunzal, no estan dentro de los
margenes extremos permitidos por la normativa de México para aguas de
empleo de entretenimiento, registrandose altos niveles de contaminacion

bacteriana.?!

Ledn, C. (2015): “Evaluacion de la calidad sanitaria de cuatro playas
recreativas ubicadas en el Nor-oeste mexicano”. El presente estudio tuvo la
finalidad de evaluar la calidad sanitaria del agua y de la arena, en los periodos
antes, durante y después de Semana Santa en cuatro playas recreativas del
Estado de Sonora, teniendo en cuenta que la calidad del agua puede facilmente
alterarse por la contaminaciéon con microorganismos patdégenos que ocasionan
enfermedades graves en la salud humana. La ubicacion de las playas que
fueron estudiadas son: municipios de Guaymas (Los Algodones, San

Francisco, Miramar) y Empalme (El Cochorit).??
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Se realizd cuatro muestreos: 1) antes, 2) durante, 3) 25 dias después y 4) 50
dias después de Semana Santa 2014. En cada muestreo se recolectd seis
muestras de agua y seis de arena con el motivo de evaluar la concentracion de
bacterias coliformes totales, coliformes fecales y enterococos, mediante la
técnica de sustrato cromogénico definido utilizando sustrato Colilert para
coliformes y Enterolert para enterococos. En cada playa estudiada, las
concentraciones de estas bacterias en los periodos antes, durante y después
de Semana Santa se compararon mediante un analisis de varianza no
paramétrico con una significancia de p<0.05. Los resultados obtenidos fueron
analizados con el método multivariado de escalamiento multidimensional no-
paramétrico (nMDS). Las concentraciones de coliformes y enterococos
observadas en el agua de las playas se compararon con los criterios de la
Organizacion Mundial de la Salud para calidad del agua de uso recreativo de
contacto primario. Se pudo determinar que en los periodos de muestreo la
afluencia de usuarios a las playas fue de 6368 personas con la siguiente
distribucion: antes (2%), durante (95%) y después (3%) de Semana Santa.
Antes de Semana Santa la calidad sanitaria del agua de las playas no presento
riesgos a la salud publica, pero en los periodos durante y después de Semana
Santa, el agua de las cuatro playas dio como resultado que no es apta para el
desarrollo de actividades recreativas de contacto primario. Lo mismo ocurrio en
la arena.??

Se concluyd que el incremento de la afluencia de usuarios a las playas en
Semana Santa afecta negativamente su calidad sanitaria y se recomienda

implementar acciones para la prevenir riesgos a la salud puablica.??

Galvan, A. (2013): “Calidad Bacteriologica y Riesgo Sanitario de las playas
norte de Tuxpan, Ver”, cuyo objetivo fue estimar la calidad del agua de las
playas del norte situadas en Tuxpan Veracruz para empleo de entretenimiento
con trato primordial, teniendo como finalidad determinar las caracteristicas
quimicas, fisicas y bioldgicas del agua, estableciendo de esta manera los
posibles riesgos para la salud humana asociada con el fin recreativo del uso

del agua de las playas.?®
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Para ello, se realizaron 9 puntos de muestreo que son las siguientes: 1) Frente
a Restaurant Pinino, 2) Frente a Palapa de Pemex, 3) Frente a destacamento
de Salvavidas, 4) Frente a Hotel Marabu, 5) Frente a Hotel Mediterraneo, 6)
Frente a la Torre, 7) Frente a Cabafia, 8) Frente a Casa Habitacién y 9) Frente
a Hotel Isla Tajin. Los muestreos se efectuaron entre los afios 2011 y 2012,
mensualmente. Posteriormente, para determinar la calidad bacteriologica y el
riesgo sanitario se compararon los resultados de enterococos que se obtuvieron
con los criterios de clasificacion para playas de uso recreativo con contacto
primario de la Secretaria de Salud, encargada de la salud del pueblo
mexicano.??

Los resultados mas relevantes fueron para el mes de julio que presento el valor
maximo de enterococos con 8505.36263 NMP/100 ml y el valor minimo de
6.2996 para los meses de junio y diciembre, pero sin embargo, la calidad del

agua de las playas se clasificd Apta para uso recreativo y sin riesgo sanitario.??

Pucci, G. (2013): “Contaminacion microbiologica por enterobacterias y
coliformes totales de la playa de Stela Maris, Comodoro Rivadavia, Argentina,
derivada de los efluentes cloacales”. El objetivo del trabajo fue tasar la infeccién
debido a enterobacterias y coliformes totales concurrentes en la playa antes
mencionada, y el periodo de subsistencia de las mencionadas clases en la
arena, cuya finalidad es resolver la contaminacién antropica de las playas,
siendo el Escherichia coli, el microorganismo mas prevalente de la familia
Enterobacteriaceae.?

Se realiz6 en todas las temporadas durante un afo, recolectandose muestras
de agua y residuo en dos lugares, a las que se ejecutaron recuentos de
enterobacterias, coliformes totales y bacterias mesdéfilas; a su vez se evalud la
conservacion de coliformes totales y enterobacterias a diez grados Celsius
mediante recuentos por semanas. Determinando e identificando cepas.?*

El trabajo concluyé en que los recuentos de microorganismos resultaron
elevados de infeccion por heces en la playa evaluada. Las enterobacterias y
coliformes tienen una elevada rapidez de destruccién por el estrés fisiol6gico

cuando son incluidos en el ambito maritimo. A pesar de ello, se demostré cierta
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estancia de enterobacterias y coliformes en los residuos, pudiendo esta

infeccion dar inicio a una serie de enfermedades humanas.?*

Romeu, B. (2012): “Caracterizacion de cepas de Escherichia coli de
importancia Clinica humana aislada en ecosistemas dulceacuicolas de la
Habana”. El objetivo fue evaluar la calidad de la microbiologia del agua de los
rios Almendares, Quibu y Luyané de la Habana y la localizacion de fuentes de
contaminacion de principio casero.?®

Se aislaron ciento trece cepas de Escherichia coli de esos tres rios los que
fueron serotipificados. El trio de rios estudiados mostraron un alto foco
infeccioso microbiano, cuyos rangos se hallan por arriba de los valores limite
permitidos en la directiva de Cuba. Se hallaron cepas que poseen serotipos
convenientes a los patotipos STEC (37%), ETEC (32%), EPEC (8%), EAEC
(5%) y UPEC (18 %). Se alcanz6 un aumento afirmativo en el treinta por ciento
de los aislados analizados para al menos uno de los genes de virulencia
investigados. 2°

Concluye que el 24% de las cepas analizadas resultaron ser fuertes al menos
a uno de los quince antimicrobianos usados y trece cepas (11,5%) exhibieron
resistencia ante tres antibidticos o mas. El superior nimero de apartados
presento resistencia ante la ampicilina. El estudio de la variedad de genes de
las cepas de Escherichia coli establecidas en los 3 rios calculados demostro

que las cepas mostraban patrones genéticos distintos o pulsotipos.?®
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2.2. Bases teoricas y/o legales

2.2.1.

Las

Bases teodricas

2.2.1.1. Contaminacién del mar

Naciones Unidas ha definido la contaminacion en el mar como “La

insercion del ser humano, de manera directa o indirecta, de sustancias o

energia en el mar, que causan dafio a todo ser viviente, son un amenaza

para la salud de las personas, debido a la creacién de impedimentos para

las

actividades que se llevan a cabo en el mar (como la pesca), en la

disminucién de la calidad del agua del mar, y de del uso de esa agua,

ademas disminuyen las probabilidades de recreacién.”?®

2.2.1.1.1. Contaminacion bacteriana del medio marino

En el mar se encuentran bacterias que forman el primer eslabén de las
cadenas alimentarias (cadenas troficas). La existencia de estas
bacterias es mas recurrente en las aguas pertenecientes a la costa y en
menor cantidad en alta mar. La contaminacion de las aguas de la
parte costera es causada por el aporte de aguas contaminadas en
la zona del litoral provenientes emisores submarinos, sitios que
desembocan el alcantarillado de las ciudades y los desaguies de las
industrias.?®

Un cuantioso crecimiento de desechos domésticos muy infectados
bacteriol6gicamente por causa del aumento de la poblacion y que, por
sistema, terminan en el mar. La base de numerosos procesos
bioquimicos esta constituida por las bacterias que forman la mayor
parte de los metabolismos del medio marino. La proliferacion de
elementos bacterianos es favorecida por la presencia de materia

orgéanica.?®

15



2.2.1.2. Calidad del agua

El acto del hombre y también las causas de la naturaleza depende la calidad
de cualquier masa de agua, superficial o subterranea. Por lo tanto, la calidad
del agua se define mediante la comparacion de las propiedades quimicas y
fisicas de un muestreo de agua con unas normas de la calidad del agua o
estandares. Hay directivas establecidas para el control del agua potable
para aseverar un abastecimiento de agua purificada y beneficiosa que
consuma la humanidad; y de esta manera, cuidar la salud de la poblacion.
Estos reglamentos se fundamentan regularmente por niveles de toxicidad
aprobados de forma cientifica tanto como para los organismos acuaticos y

los humanos.3°

La imperfeccion de la calidad del agua se ha transformado en tema de
intranquilidad a nivel ecuménico con el aumento de los habitantes, el
crecimiento de la ocupacion agricola, industrial y la advertencia de la
modificacion climatica como origen de considerables cambios en el ciclo
del agua. Las amenazas microbioldgicas son otro factor que continlda
siendo la principal preocupacién, tanto en paises avanzados como en
paises que se encuentran en vias de desarrollo; cambio climatico, que
ocasiona cambios en los patrones de las precipitaciones y en la temperatura
del agua, tiempos de sequia rigurosos y alargados, un incremento de las
inundaciones, sus consecuencias sobre la calidad del agua y la
insuficiencia, predominando de igual forma la consideracién de dirigir estas
colisiones como parte de las estrategias de gestion del agua; contaminantes

que contienen algin quimico en el agua considerada buena.3!

2.2.1.2.1. Descripcién de parametros de calidad de agua

Cuando se habla de los pardmetros de calidad de agua se esti
haciendo referencia a las causas fisicas, quimicas y microbiol6gicas:
Factores fisicos: la calidad de agua innovada por elementos puede no

ser dafiina, pero si cambiaria el aspecto del agua, entre ellas se pueden
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encontrar a la turbidez, la temperatura, los sélidos suspendidos, la

coloracion, etc.32

Factores quimicos: los trabajos industriales producen contaminacién
al agua cuando hay existencia de metales pesados toxicos. Ademas, la
ocupacion agronomica se vuelve un foco contaminante cuando utiliza
fertilizantes que son trasladados a las aguas, principalmente nitritos y
nitratos. Asimismo, la utilizacion inapropiada de agentes para combatir
a las plagas ayuda a la contaminacion del agua con sustancias dafiinas

para la salud.®?

Factores microbiolégicos: el mas grande peligro del agua es el que
tiene relacion con la adquisicion de agua infectada con deposiciones de
animales o humanos, sin embargo pueden existir otras vias y fuentes
de exhibicion caracteristica. Los peligros para la sanidad que se
encuentran vinculados con el agua apta para su consumo mas
extendidos y comunes son las enfermedades infecciosas provocadas
por microorganismos perjudiciales para la salud como pardsitos,

bacterias y virus (por ejemplo, helmintos y protozoos).33

2.2.1.2.1.1. Descripcion de los parametros fisicos

Temperatura. Es considerado como uno de los parametros fisicos
mas relevantes en el agua, debido a que usualmente influye en la
aceleracion o en el retardo de la actividad biol6gica, la precipitacion
de compuestos, la absorcion de oxigeno, los procesos de mezcla, la
formacion de depdsitos y la desinfeccion. Floculacién, sedimentacion
y filtracion.3*

Transparencia. Es el margen de la claridad de un cuerpo de agua.3!

Turbidez. Debido a la existencia de elementos en suspension, los
cuales se encuentran repartidos de manera fina; arcillas, particulas de
silice, materias orgéanicas, limo, entre otros. Cuando se aprecia la

abundancia de estos componentes es por el grado de turbidez.3®
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2.2.1.2.1.2. Descripcion de parametros microbiolégicos

Un principio de relevancia en la delimitacion de la calidad de un
cuerpo de agua es la presencia y la extensién de contaminacion fecal.
Los excrementos poseen una diversidad de microorganismos y
formas de resistencia de los mismos, implicando organismos
patdgenos, que son un peligro para la sanidad de los habitantes
cuando entran en contacto con las personas. Un indicador son los
resultados obtenidos del examen de muestras de agua para identificar
la existencia de microorganismos del grupo coliforme que residen por
lo habitual en el intestino de las personas asi como de algunos
animales de sangre caliente.®¢

Factores biologicos-bacteriolégicos: hay diversidad de organismos
que infectan el agua; los infectantes primordiales del agua son las
bacterias, los coliformes son una sefial biol6gica de las descargas de
materia organica, las coliformes totales no son indicadores estrictos
de contaminacion por heces, pues hay en el entorno como
organismos libres, empero, son buenos indicadores microbianos de

la calidad del agua.3’

2.2.1.3. Grupo coliforme

Son enterobacterias Gram-negativas no esporulados, que poseen aspecto
de bastoncillos, aerobios y anaerobios facultativos, con capacidad para
fermentar la lactosa a una temperatura de 35°C - 37°C produciendo gas,
acido y aldehido en un periodo de 24-48 horas. Ademas no forman esporas
y son oxidasa negativa.3®

Un indicativo de que el agua estaria infectada de materia proveniente de las
heces u otro modelo de residuos es la existencia de bacterias coliformes en
el abastecimiento de agua. Por lo general, las bacterias coliformes se
encuentran en mayor cantidad en los sedimentos del fondo o en la capa

superficial del agua. ®°
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Coliformes totales. Hace referencia a todas las bacterias Gram negativas
gue tienen aspecto de bacilos, con la capacidad de fermentar la lactosa en
cultivos a temperaturas de 35°C - 37°C. Dando como resultado la
produccion de acido y gas (CO2) Los cuales son: Citrobacter, Escherichia
coli, Klebsiella y Enterobacter.4°

Coliformes fecales (termotolerantes). Se pueden definir como el grupo
de organismos coliformes que pueden fermentar la lactosa desde 44°C
hasta 45°C. Los coliformes fecales forman parte de un grupo muy pequefio
de microorganismos; los cuales son indicativos de calidad, ya que tienen su
origen de las heces.** Asimismo, los coliformes fecales forman el grupo de
los coliformes totales, sin embargo se pueden diferenciar de los otros
microorganismos que hacen parte de este grupo, debido a que son indol

positivo.*?

Para un analisis de infeccion por heces se realiza la determinacion de
coliformes fecales en agua, siendo el mas nuevo en determinacion de
coliformes totales; debido a ello los coliformes fecales son el microorganismo
guia usado por muchos laboratorios. Estan relacionados a enfermedades

gastrointestinales.*?

2.2.1.4. Enterobacteriaceae

2.2.1.4.1. Generalidades

La familia de las enterobacterias esta conformada por mas de cuarenta
y siete géneros bacterianos dentro de los cuales estan incorporadas
varias bacterias no vinculadas con el ambiente del hombre; mientras
gue otras conservan estrecho vinculo con el individuo.** Sin embargo
a pesar de la diversidad de esta familia son menos de veinte las
especies causales del 95% de los contagios.*® Se alojan estos bacilos
gram negativos habitualmente en la parte gastrointestinal del hombre

y de los animales, sin causar alguna enfermedad. Estas
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enterobacterias a veces son responsables de neumonias, infecciones

urinarias, bacteriemias, formaciébn de abscesos, gastroenteritis,
meningitis, y demas. También las enterobacterias son una
de las primordiales fuentes de infeccion nosocomial. La especie
Escherichia coli esta dentro de la familia Enterobacteriaceae, este
microorganismo es responsable de ser el motivo mas habitual de
gastroenteritis bacteriana y de infecciones urinarias en personas
saludables. (Tabla N° 01).

Tabla N° 01: Principales especies de enterobacterias de interés

médico.
_ Citrobacter diversus | Pantoea agglomerans

ESpecies | Gitrobacter freundii Proteus mirabilis Proteus
comensales | ggcherichia coll vulgaris
- Mmas Hafnia alvei Providencia alcalifaciens
Importantes | kjepsiella oxytoca Providencia rettgeri
(Oportunistas | kjepsiella Providencia stuartii
potenciales) | pneumoniae Serratia marcescens

Morganella morganii

Escherichia coli

Shigella
dysenteriae
Shigella flexneri
Shigella sonnei

Salmonella bongori

Especies | Klebsiella Salmonella choleraesuis
patogenas | rhinoscleromati Yersinia enterocolitica
(Todas) | s shigella boydii Yersinia pestis

Yersinia
pseudotuberculosis

Fuente: Microbiologia Médica. 6 Ed., 2006.%°

Los géneros de esta familia se enlistaran a continuacién.4®
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Tabla N° 02: Géneros de la familia Enterobacteriaceae.

Alterococcus Escherichia Proteus
Aranicola Ewingella Providencia
Arsenophonus Grimontella Rahnella
Averyella Hafnia Raoultella
Brenneria Klebsiella Salmonella
Buchnera Kluyvera Samsonia
Budvicia Leclercia Serratia
Buttiauxella Leminorella Shigella
Candidatus Margalefia Sodalis
Calymmatobacteri | Moellerella Tatumella
Cedecea Morganella Thorsellia
Citrobacter Obesumbacterium Tiedjei
Cronobacter Pantoea Trabusiella
Dickeya Pectobacterium Wigglesworthia
Edwardsiella Photorhabdus Xenorhabdus
Enterobacter Plesiomonas Yersinia
Erwinia Pragia Yokenella

Fuente: Microbiologia Médica. 6 Ed., 2006.%°

2.2.1.4.2. Caracteristicas bioquimicas e identificacion

En la familia Enterobacteriaceae se observo que esta constituida por

varios integrantes, los cuales pueden ser Salmonella, Escherichia,

Yersinia, Shigella, y demas., las que se diferencian por fermentar la

glucosa, no producen esporas, son competentes en crecer tanto en

aerobiosis y de igual forma en anaerobiosis (anaerobios facultativos),

producir catalasa, no producir oxidasa, reducir nitratos a nitritos (con

excepcion de ciertas cepas pertenecientes al género Erwinia, Yersinia,

Enterobacter, Klebsiella, y demas).*®
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2.2.1.5. Escherichia

La Escherichia coli es la especie aislada mas frecuente, dentro del

género Escherichia que se clasifica en 7 especies.

Tabla N° 03: Especies del género Escherichia.*6 47

Género Especies

Escherichia adecarboxylata
Escherichia albertii
Escherichia blattae
Escherichia . .
Escherichia coli
Escherichia fergusonii
Escherichia hermannii

Escherichia vulneris

Fuente: List of prokaryotic names with standing in nomenclature, 2006.46 y
Biochemical properties of a newly described Escherichia species,
Escherichia albertii, 2003.4"

2.2.1.5.1. Escherichia coli

2.2.15.1.1. Historia

Escherichia coli, originalmente llamada “Bacillus coli communis
fue aislado por primera vez de las heces de un nifio en 1885 por el
aleman, pediatra y bacteri6logo Theodor Von Escherich, fue
nombrado Escherichia coli después de su muerte. Hoy en dia es
la bacteria mejor estudiada; es un habitual residente del tracto
gastrointestinal tanto de los animales como de los seres humanos.
Hay cepas de Escherichia coli que resultan ser comensales
inofensivos del tracto intestinal y algunos que son patégenos
importantes de los seres humanos y animales. Escherichia coli

patdgena se divide en las cepas que causa la enfermedad en el
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tracto gastrointestinal y algunos son capaces de infectar a otros
lugares anatémicos del cuerpo humano. Escherichia coli se cultivan
faciimente en el laboratorio clinico; sin embargo para poder
identificar a los diversos genotipos patdégenos se necesita de
procedimientos deteccibn de genes de virulencia. El
microorganismo se puede encontrar secundariamente en el agua y
en el suelo como resultado de contaminacién por heces. Por lo

general, la confirmacién de su presencia se ha empleado como una

. . 48 — 50
sefal de agua pobre y cualidad de los alimentos.

2.2.1.5.1.2. Habitat

Escherichia coli es una de las especies de la microbiota anaerobia
facultativa del tracto gastrointestinal de los animales de sangre
caliente y que se descarta por los excrementos. Aunque es
considerado el microorganismo facultativo que predomina
simboliza un minimo tamafio de la cantidad general de bacterias
en ese lugar anatomico. Escherichia coli es empleada como sefal
de infeccion por heces. Es hallado en el medio ambiente ya que
tiene la capacidad de resistir ciertos dias en los alimentos y en

el agua, de formatal que su presencia es una sefial de infeccién

48
por heces contemporanea.

El intestino del hombre es invadido por Escherichia coli en las
primeras 40 horas posteriores a su nhacimiento, de manera tal que
la bacteria se ingiere en alimentos y agua o es obtenida de forma
directa otras personas en contacto con la criatura. La bacteria se
une al moco que cubre el intestino grueso y una vez una misma

cepa se establece puede permanecer ahi indefinidamente.® 5!
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2.2.1.5.1.3. Morfologia

Escherichia coli son bacilos gramnegativos (Ver Fig. N° 01) de
tamano intermedio (0,3 a 1 a 6 ym), es moévil con flagelos peritricos
que rodean su cuerpo, y no forma esporas. Todas las especies de
Escherichia tienen la capacidad de desarrollarse velozmente de
forma aerobia o anaerobia (anaerobios facultativos) en medios
enriquecidos (como el agar sangre) y selectivos (Por ejemplo: Mac
Conkey).51-53

Escherichia coli tiene capacidad de movimiento mediante flagelos
(antigeno H) son aquellas formas filiformes que pueden medir
varias micras. Ademas cuenta con fimbrias (antigeno F) que
son formas mas reducidas, no poseen movimiento, sin embargo
por contar con naturaleza proteica, cuenta con propiedades
antigénicas y hemo aglutinantes. Ademas, tiene una pared
celular (antigeno O) que secompone por lipopolisacéaridos,
esta pared es extremadamente antigénica y tiene la propiedad
de segregar endotoxinas. Por altimo, Escherichia coli cuenta
con una capsula (antigeno K) que le da ayuda contra la

fagocitosis y la accién inmunitaria primaria.>*

10 ym

Figura N° 01: Tincion de Escherichia coli Gram Negativo.

Fuente: Principales caracteristicas y diagndéstico de los
grupos patégenos de Escherichia coli. 2002.%*

24



2.2.1.5.1.4. Morfologia colonial

La colonizacion de la bacteria en estudio puede cambiar
dependiendo del medio de cultivo donde se prolifere. Por
ejemplo, en el medio de cultivo Agar Eosina Azul de Metileno
(EMB) (Ver figura. N° 02A, 2B), se observa colonias con coloracion
verde-metdlico, lo cual es tipico de Escherichia coli, debido a que

existen otras bacterias que logran realizar este color es muy tenue

y escaso.%®

FiguraN° 02: Ay B. Colonias color verde metélico caracteristico de
Escherichia coli en medio de cultivo EMB.

Fuente: Microbiologia médica. 6' ed. 2009.%°

2.2.1.5.1.5 Componentes estructurales de la pared celular del

género Escherichia

La pared de Escherichia coli contiene tres constituyentes que se
localizan en la parte externa de la capa de peptidoglucanos:
membrana externa, lipopolisacaridos y lipoproteinas.

Membrana externa. Es una estructura con doble capa cuya hoja

interna cuenta con una composicién parecida a la de la membrana



celular, mientras que la hoja externa cuenta con distintos,

. . ‘o 51

lipopolisacaridos.

Lipoproteinas. Las lipoproteinas son las proteinas mas
abundantes desde el punto de vista numérico en la Escherichia

coli (casi 700 000). La funcion de las lipoproteinas es afianzar la

51
membrana externa y situarla en la capa de peptidoglucanos.
Lipopolisacaridos. Los lipopolisacaridos constituyen el antigeno O
y la endotoxina de la Escherichia coli. Se encuentran ubicados en

la membrana externa y cumplen un papel muy primordial en la

- - - 51
patogénesis de las infecciones.

2.2.1.5.1.6. Heterogeneidad antigénica

La heterogeneidad antigénica se realiza por medio de la variacion
genética de los antigenos superficiales. Existe mas de ciento
cincuenta tipos de Escherichia coli O y mas de cien tipos de

Escherichia coli k (capsular).>!

Tabla N° 04: Serotipos de Escherichia coli diarreagénicos en

humanos.>*
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ETEC HEC BPEC EAEC STEC

O6:H- O28acH- 018 03H2 O1MN 023H7 OBXH10 ONTHI 0165:H-
08:H16 029H- O2%6:H- 015:H18 O1H1 023H16 0B5:H23 O117:HIK1  O165:H10
OB8:H- 0112ac:H- 026:H1 O44:H18 O1H2 025H- 085:H10 O117-H14 0165:H19
O11:H27 0124:H- 0O55:H- O71-H18 O1:H20 025HN 0OB3:H- ON17H19 0165:H25
OT5HTT O1ZEAT O55:Hs OfeH- OTHNT OZ6H- OOTR- OTIEHTE O HTE
OZ0H- 0124:H30 O55:H7 ON1:H21 Oz-H1 026H2 091:H10 O118:H30 0165:H28
025H- 0135:H- 0O86:H- 0127:H2 02HZ:K1 026:H3 091:H14 ON%H- 0163:H-
O27:H- D143 086:H3M ONT:H10 O2He 026HN Oa1-H21 O119:H5 016%:H-
0Z21:H7 O14L:H- ONMK- OzZH7T D26:H21 09%H- D120H19 O171:H2
027:H20 0152-H- O111apH2 OzH21 026:H32 098:H- O121:H- 0172:H-
080 0167:H5 O119:H6 OLHLW 027H- 068:HB O121:H3 OX3:H2
OBS:H7 0125acH21 O5:H- 03%:H4 103:H- O126H- ONT:-H21
O114:-H21 0126:H- 05:H16 03%H3 0103:H2 0O126H2 ONT:H25
O115:H21 0126:H2 O&H- O45H- 0O103:H4 0126:H3 ONT:H28
O126:H9 O126:H27 0O&H1 045H2 0103:H6 O126:H21 ONT-H47
0O128ac:H27 0127 HN 06:H29 D45HT 0103:H25 O126H2T OR:H-
0139 0128an-H?2 0O8-H- O50:H- 010&H7 0128-H12 OR:HZ0
0148:-H28 0128:H12 0O8:H14 D55H- 0108:H2 O137:H41 OR:HZ1
O14%-H4 O142:H6 O8H21 055H6 0110:H- O141:H-
O14%:H10 0158:H23 OfabH- 055H7 0110:H19 O144:-H-
O153:H45 O11:H4S 055H10 O11aaH- O145:H-
0150:-H- O14H- 055H? 0111:H2 O145:H16
O158:He 015:H- OG60H- ONLHY O145:H25
O158:-H20 015:H27 065H16 O111a0:H8 0O145:H28
0166:H27 016:H- 070HN O1LHM O146:H-
O167-H5 016:H8 O73H3 OTTEHNT O146:-H21
O165:H41 O1T-HIB 075H- ONZHAN O146:H28
O173:H- 018:H- 075H5 0113:H2 O150:H10

018:H? O7&H19 O113:He O153:H2

O20:H7 O7%H7 0113:H53 0153H25

021:H5 OBCH- 0114H4 O134:H-

022:H- 0OB82H- 0114:H48 0157:H-

02Z2:H1 OBZ:H8 0115:H18 O157:H7

0z2:H8 OBIH1 0116:H19 O161H-

02z2:H40 084:H2 0117:H- 0163:H19
ETEC E. coll enterotoxiganica EAEC E. coll entercagragativa
EIEC E. coll enteroirwasiva R rugosa
NT:no tpinczdle. EPEC E. codt enteropatogena STEC E. coll productora de toxing shiga
Moancado de: Bopp C at af', Estava C a 17 Nataro ] ot af yWorid Heaith Organization®

Fuente: Principales caracteristicas y diagnostico de los grupos patdégenos de

Escherichia coli; 2002.54

2.2.1.5.1.7. Taxonomia

Esta bacteria se encuentra dentro del género Escherichia, ademas
de formar parte de la tribu Escherichieae, correspondiente a
Enterobacteiaceae como se puede notar en la figura N° 03.56

Estas bacterias pueden transmitirse de forma indirecta a través de
alimentos o agua contaminada. En la actualidad, comprenden
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distintas cepas con la capacidad de ocasionar diferentes episodios

de gastroenteritis.

Enterobacteriaceae |

Género Escherichia +  Escherichia coli
| Tribu Escherichieae
Genero Shiguella

/| Tribu Klebsielleae

Tribu Proteae

Familia ¥ . Tribu Erwinieae

\\\ Tribu Salmonelleae

Tribu
Citrobactereae

\ N

| Tribu Yersinisae

Figura N° 03: Taxonomia de Escherichia coli.”®
Fuente: Diagnostico Microbioldgico. Texto y atlas color. 6®© Ed., 2006.%°

2.2.1.5.1.8. Factores de virulencia

Los determinantes o factores de virulencia son propiedades
bioguimicas, estructurales o genéticas de las bacterias que
interactlan con factores del que lo hospeda y originan dafio.>® 57
Kauffman en 1947 logré desarrollar un esquema de serotipificacion
denominado "Kauffman- White”; en este esquema se sugiere una
manera de distinguir las cepas de Escherichia coli; la tipificacion
serologica se basa primordialmente en la especificacion del tipo de
antigeno 0", K" y "H".58

En la actualidad se conocen 173 antigenos somaticos (O), 72
antigenos capsulares (K) y 53 antigenos flagelares (H). EIl antigeno

somatico delimita el serogrupo y la delimitacion del O: H muestra el

. . - e 57,
serotipo, el cual se relaciona con un cuadro clinico en especifico;
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> por otro lado, los antigenos O y K cuenta con caracteristicas
antifagocitarias e inhibidoras de las sustancias bactericidas del suero.
Poseen una endotoxina ligada al polisacarido (al lipido A),
responsable de la accién pirégena.>8-62

En los estudios epidemioldgicos y de patogénesis de Escherichia coli
esta forma para clasificar la parte serol6gica resulté ser muy
beneficioso debido a que facilitd la diferenciacion entre cepas

virulentas e inocuas.®’
2.2.1.5.1.9. Patologia- Sindromes clinicos

Las infecciones urinarias debido al microorganismo Escherichia coli
son las infecciones mas frecuentes. Ademas también puede ser el
causante de infecciones de las vias biliares, meningitis neonatal,
gastroenteritis, neumonia, y peritonitis, y demas.®

Aunqgue Escherichia coli forma parte de la flora comensal también
puede ser el responsable de originar infecciones en contadas
ocasiones, como son el desplazamiento desde el intestino hasta el
tracto urinario, originando infecciones del tracto urinario.®®

Son muchos los sindromes clinicos que pueden estar siendo

causados por Escherichia coli, entre ellos destacan los siguientes:

- Infecciones urinarias

Echerichia coli es un patégeno oportunista identificado en mayor
cantidad en infecciones urinarias, identificandose como el
culpable de todas las infecciones del tracto urinario conseguido
en la comunidad % y de la mayor parte de las adquiridas en el
hospital. Las infecciones del tracto urinario son usualmente
infecciones ascendentes provocadas por cepas presentes en la
flora normal intestinal que representan factores de virulencia que

les da la facilidad para invadir, colonizar y lesionar el tracto
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urinario causando bacteriuria asintomatica, cistitis o

pielonefritis.*4

- Gastroenteritis

Escherichia coli se separd primeramente como intermediario
ejecutor de diarrea infantil en 1920.%° Por diversidades distintas de
Escherichia coli pueden ocasionarse las infecciones intestinales,
las cuales a su vez tienen distintos mecanismos patogénicos y se

pueden dividirse en 6 agrupaciones.

ECET: Escherichia coli enterotoxigénica
ECEH: Escherichia coli enterohemorragica
ECEI: Escherichia coli enteroinvasiva

ECEA: Escherichia coli enteroagregativa
ECAD: Escherichia coli de adherencia difusa
ECEP: Escherichia coli enteropatégena

YVVVYVYVYY

- Meningitis neonatal

Escherichia coli, unido a la Listeria monocytogenes vy
Streptococcus agalactiae, simbolizan el fundamento mas
frecuente de meningitis neonatal; el 75% de las cepas causales
tienen el antigeno capsular Kl. Se cree gque el antigeno capsular
K1 otorga insuficiente inmunogenicidad, lo que aminoraria la
debilidad de estas cepasa la lisis por el complemento.*

Sin embargo, es usual la invasion de los lactantes por Escherichia
coli en el instante del alumbramiento, el padecimiento surge
parcialmente poco comun, pero si se ocasiona puede llevar a

complejidades neurolégicas severas o al deceso.%®

- Septicemia- bacteriemia
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Conforme a un analisis ejecutado por la Sociedad Espafiola de
enfermedades infecciosas y microbiologia clinica, Escherichia
coli es el primer origen de bacteriemia de adquisicion
comunitaria (29%) y una de los primordiales motivos de
bacteriemias nosocomiales (5,7%).4

El foco de infeccion a partir de que los microorganismos se
extienden al flujo sanguineo, se ubica frecuentemente en el
tracto urinario o en el tracto gastrointestinal. La mortalidad por
septicemia a causa de Escherichia coli necesita de la
enfermedad subyacente del paciente y la fuente de infeccion, y
es considerablemente méas elevada en los enfermos con

infecciones por perforacion intestinal o inmunodeprimidos.4

- Otras infecciones

Ademas es intermediario en infecciones biliares, peritoneales,
por cualquiera de las infecciones segregada, las cuales pueden
ser: colangitis, perionitis, colecistitis, infeccion de partes blandas,
endoftalmitis, otitis, empiema, artritis, osteomielitis, neumonia,

etc.#

2.2.1.5.1.10. Identificacion de Escherichia coli

Se tiene el propo6sito de determinar las cepas patdégenas de
Escherichia coli de las demas cepas no patégenas, Yy localizar
desigualdades entre los distintos grupos patégenos de esta
especie; hay procedimientos de organizacién intra especificos.
Aunque, nohay unprocedimento ideal y frecuentemente
se establecen de los recursos imprescindibles para emplear

distintos procedimientos.?® Hay métodos como:

- Métodos fenotipicos: biotipado, serotipado, antibiograma y
ensayos de adherencia en cultivos celulares, nos permiten

localizar caracteristicas manifestadas por los microorganismos.
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- Métodos genotipicos: reaccion de la cadena polimerasa
(PCR), electroforesis en campo pulsado (ECP), analisis

plasmidicos, analisis de enzimas de restriccion (REA), etc.

2.2.1.5.1.11. Clasificacion

Actualmente se determinaron al menos seis categorias de
Escherichia coli que ocasionan diarreas en las personas
Escherichia  coli enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica
(EHEC), enteroinvasiva (EIEC), enteroagregante (EAEC), de
adherencia difusa (DAEC) y enteropatégena (EPEC).®’

- Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

En los nifios pequeiios ocasionan una enfermedad habitualmente
y muestra un elevado indicativo en los viajeros, porque se localiza
repetidamente en paises subdesarrollados; se contagia por via
oral, en otras palabras, por adquisicion de alimentos o agua
contaminados.®

En general, los sintomas tienden a ser leves, con diarrea acuosa,
puede estar acompafiado con fiebre, escalofrios y vémitos. La
enterotoxina estimula la secrecion masiva de liquido por las células
mucosas.®® Su toxicidad se obtiene por dos enterotoxinas, una
termoestable (ST) y otra termolébil (LT), asimismo tiene fimbrias,
gue ejecutan como antigeno de adherencia o factores de

colonizacién.®

- Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

Es aquella cepa de gran consideracion a nivel epidemioldgico y

meédico debido que es creadora de la toxina Shiga (STEC), causa
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distintas enfermedades graves en el individuo como la colitis
hemorragica (CH), y purpura trombocitopénica  trombdtica
(PPT), que origina un sindrome urémico hemolitico (SUH), que es
ejecutora de morbilidad y mortalidad en adultos e insuficiencia
renal aguda en nifios.”

Fue descubierto como patégeno en 1982, siendo la STEC
0157:H7 el causante de diferentes apariciones
mundialmente, se sabe que su primordial reservorio
frecuentan ser la manada ovina y vacuna, y se contagia por via
oral ya sea por consumir de vegetales o alimentos
contaminados, por la relacion directa del individuo con animales
contagiados o con otros habitantes contagiados, es decir, debido
a la disminucién de dosificacion infectivas que tiene este

agrupacion bacteriana (100 bacterias/g).”*

Estan constituidos por una organizacion de tipo A1B5, la cual
abarca una subunidad A catalitica de 32 kDa afiliada no
covalentemente con un pentamero de subunidad B que se
encuentra incluido en la fusién de la toxina a los receptores
especificos de glucolipidos en la superficie de las células diana 72
Actualmente se muestra una variacion de esta toxina, la STX 1y
la STX 2, las que pueden diferir en una consecuencia citotoxico.
Asimismo, STX 2 es mas dafiina en personas y eleva el peligro de
SUH.73' 74

También, otra causa que se vincula con la patogenicidad de la
bacteria es el gen intimina, se localiza afiliada a la union intima
de las bacterias a los enterocitos estimulando el fenémeno

llamado como “adherencia y destruccion” (lesion A/E).58-60

Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC)

Es la cepa que perjudica al total los grupos etareos especialmente

en paises subdesarrollados, y su infeccion se ocasiona por
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consumir agua o alimentos contaminados. Sin embargo no se
saben manifestaciones habituales de este tipo de cepa, se conoce
que figuran hasta el cinco por ciento de los sucesos agrupados a
epidemias provocadas por Escherichia coli patdgeno, asimismo
esta cepa se esparcen entre las células intestinales, causando una

diarrea sanguinolenta semejante a la disenteria.”

Escherichia coli enteroagregante (EAEC)

Suele mostrarse esta cepa en niflos en los paises
subdesarrollados, asimismo es la causante mas usual de diarrea
insistente en lactantes. Segun Nataro y Scaletsky descubrieron
cepas aisladas de pacientes con diarrea, las cuales por prueba
serologica no pertenecerian al grupo EPEC, pero si mostraban un
patrén propio de adherencia distinto. 8 En los siguientes estudios
se hallaron el fenotipo de adherencia agregativa, diferenciada por
autoaglutinacion de las bacterias entre ellas mismas y por no ser

especifica.b?

Escherichia coli de adherencia difusa (DAEC)

Una de las ultimas cepas en explicarse, la cual predomina en

nifos pequefos de cuatro o cinco afios.”

Se conoce poco de su mecanismo de patogenicidad.®?

El grupo DAEC se puede aislar tanto a partir de muestras de
individuos saludables como de personas con diarrea, siendo mas

considerables en nifios de cuatro o cinco afos.>8 62
2.2.1.6. Escherichia coli enteropatégena (EPEC)

Se producen con constancia en paises subdesarrollados, se comienza a
analizar desde un brote ubicado en Inglaterra a mediados de los cuarenta.

Los habitantes infantiles menores de dos afios fueron los mas susceptibles
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a la infeccion con una elevada predominacion en lactantes hasta los seis
meses y con una numerosa mortalidad.”® Ninguna toxina es ocasionada por
esta bacteria, esta diversidad ocasiona una diarrea acuosa, fiebre y con

vOmito. >4

2.2.1.6.1. Historia

Escherichia coli enteropatégena ha sido el principal patotipo de los seis
en detallarse y es quizds, uno de los microorganismos mayormente
analizado. A mitad del decenio de los 40, se reconocieron en Inglaterra
brotes de diarrea en infantes de guarderias afiliados a Escherichia coli.
Las bacterias fueron llamadas enteropatogenas (ECEP) para distinguir
a este ejemplo virulento de la flora normal. A partir del afio mil
novecientos noventa y cinco, esta palabra se emplea para detallar cepas
gue realizan un perjudicial histolégico tipico en las células epiteliales

famosas como “efecto de adhesion y barrido” (attaching and effacing,

77-79
A/E) y no fabrican toxinas Shiga.

2.2.1.6.2. Epidemiologia de Escherichia coli patogeno en el mundo

y Peru

Se distribuye universalmente, siendo de particular interés en los lugares
con clima tropical y en paises en vias de desarrollo, en
sitios con acumulacién y con incorrectas situaciones de limpieza.
Estuvo vinculado con brotes de diarrea en guarderias y
hospitales infantiles y en naciones subdesarrollados; es el primordial
foco infeccioso que produce diarrea en época veraniega entre poblacion
pediatrica, en donde se ha evaluado que origina entre el treinta y
cuarenta por ciento de los sucesos de diarrea infantil. Un dato
interesante es que muestra predileccion por nifios menores de 6 meses
de edad alimentados con biberdn, con un pico entre nifios menores de
2 aflos de edad, lo que sugiere cierta proteccibn en los nifios

alimentados al seno materno. Otros grupos de edad afectados son el

35



recién nacido y el adulto. El estado de portados asintomatico es comun

(entre el 17 y el 20 %). La transmision es fecal—oral, por las manos

55
infectadas y probablemente por el aire.

El Ministerio de Salud, en el 2013 difundié un aviso para prevenir a los
habitantes sobre la entrada al pais de productos enlatados los que se
encontraban infectados con Escherichia coli patégeno, donde a nivel
universal que dio la FDA (Food and Drug Administration) sobre la pizza
congelada Stuffed Crust Pizza Dippers y los shacks Mozzarella Bites
al horno; donde sefiala que la sociedad encomendada de elaborar estos
alimentos habia decidido su apartamiento del mercado por deseo
privativo. El aviso sefialaba que la empresa ya habia ejecutado la oferta
de estos productos al Peru e inducia a las empresas que comercializan
a separar del mercado de nacionalidad peruana estos productos y

colocarlos a la orden de la esencia peruana con el fin de ejecutar su

., 80
expulsion.

2.2.1.6.3. Esquema patogénico de Escherichia coli

enterovirulentas

En el Perd, se han emitido informes (sin identificacion mediante
meétodos moleculares) de Predominio de EPEC en criaturas y se

sefiala que ésta cambiaria del uno al veintiocho por ciento.8!

Tabla N° 05: Predominio de EPEC en criaturas de nacionalidad
peruana con diarrea fundamentada en procedimientos de diagndéstico
no moleculares.®!

Prevalencia

Referencia Poblacién/Descripcion del estudio de

EPEC
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Salazar — Lindo, 154
2004 179 nifios hospitalizados con diarrea aguda (3 a 36
meses de edad). Ensayo clinico de Lactobacillus.
Salazar — Lindo, 19.3
2000 135 niflos hospitalizados con diarrea aguda (3 a 35
meses de edad). Ensayo clinico Racecadotril.
Salazar — Lindo, 8.3
1998 36 nifios hospitalizados con diarrea persistente (18
meses de edad en promedio)
64 nifios hospitalizados con diarrea aguda (14 1.5
meses de edad promedio)
Castro — 27.8
Rodriguez, 1997 80 nifios hospitalizados con diarrea acuosa (3 a 24
meses de edad)
Lopez, 1996 10.5
107 pacientes hospitalizados con diarrea persistente
(< 1 afio de edad)
Figueroa — 26.9
Quintanilla, 1993 107 pacientes hospitalizados con diarrea persistente
(< 1 afo de edad)
34
327 muestras de nifios con diarrea aguda
Lanata, 1992 304 muestras de nifios con diarrea persistente
Estudio longitudinal de diarrea aguda y persistente 4.9
en nifios con diarrea < 3 afios de edad en area peri-
urbana de Lima
Salazar — Lindo, 4.2
1993 72 nifios con diarrea (10 meses de edad en
promedio).
Estudio clinico de Retinol y diarrea.
Greenberg, 1991 221
77 niflos con diarrea aguda (<« 5 afios de edad).
Estudio de diarrea asociada a sarampion.
Pazzaglia, 1991 11.0

391 nifios hospitalizados con diarrea aguda (< 18
meses de edad). Estudio clinico de Aeromonas (datos
de referencia)

Fuente: Alcances sobre la situacion epidemioldégica de las Escherichia coli

diarrogénicas aisladas de nifios peruanos.2017.8!

2.2.1.6.4. Mecanismo de accidn

La interaccion entre ECEP y las células del comensal

fraccionado por

adherencia inicial, b) transduccién de sefiales y c) anclaje intimo.8?

los expertos en 3 estadios primordiales:

se ha

a)
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A la adhesion de la ECEP a la membrana de las células epiteliales,
es conocida como “adherencia y esfacelamiento” (A/E).>

Cuando la bacteria esta asociada al enterocito incita un proceso
de indicaciones intracelulares que son producidas por una
agrupacion de proteinas segregadas por el aparato de secrecion
tipo Il y son translocadas hacia el enterocito, estas indicaciones
tienen una representacion significativa en la patogenicidad
de ECEP.?2

Las consecuencias contiguas que se incitan en la transduccién de
sefiales mientras la patogénesis de ECEP adjunta modificaciones a
nivel intracelular que influyen con la funcion fisiolégica regular de la
célula intestinal, suponen que estas modificaciones son los

causantes de la diarrea acuosa.8?

2.2.1.6.5. Identificacion de Escherichia coli enteropatégena

Para identificar Escherichia coli se realizan exdmenes bioquimicas en
tubo como TSI, LIA, MIO, urea, sorbitol, citrato, rojo de metilo, mucato,
caldo manitol-rojo de fenol y malonato.

En los hospitales y laboratorios que tienen los antisueros polivalentes
de tipo A, B 0 C de EPEC se desarrolla el examen de aglutinacion
en infantes con diarrea, principalmente de 1 afio.>*

En los laboratorios clinicos para identificar al ECEP se fundamentan en
describir los serotipos por aglutinacién con antisueros Hy O.8!

La variacion genética para la identificacion de los antigenos de la
Escherichia coli enteropatégena. Tabla N°06 son:

Tabla N°06: Tipos de Escherichia Coli Enteropatégeno Ay B.

Escherichia coli 026 Escherichia coli 0114
Escherichia coli 055 Escherichia coli 0125
Escherichia coli 0111 Escherichia coli 0142
Escherichia coli 0119 Escherichia coli 0158
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Fuente: Microbiologia Médica. 6% Ed., 2006.%° y Microbiologia Médica.
6% Ed. 2009.%

Otro método de identificacién es la tincion de Gram, que fue inventada
hace mas de 100 afios por Hans Christian Gram, suele utilizarse con
mayor frecuencia para el estudio microscopico directo de muestras y

subcultivos.>6
2.2.1.6.6. Cuadro clinico

Clinicamente la enfermedad es caracterizada por diarrea aguda,

acuosa profusa con moco, se acompafa por fiebre no muy intensa y

. . 48
vomito, especialmente en bebes y lactantes.
Después de la colonizacion del intestino delgado los sintomas se
desarrollan en un periodo de infeccion de 1 a 2 dias. Aunque se

autolimita (por lo menos de 5 a 15 dias), la diarrea por ECEP puede

L 83
persistir por semanas.

2.2.1.6.7. Diagndstico

El diagnostico se puede realizar mediante el cultivo a partir de los
excrementos y la serotipificacion de las cepas aisladas. La

serotipificacion sélo se recomienda con fines epidemiolégicos.84

2.2.1.6.8. Tratamiento

Este fundamentalmente se orientard a la correccion de la

deshidratacién y las complicaciones derivadas de ésta. Pocos datos
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existen acerca de la utilidad de antibiéticos en la terapia adjunta a la
rehidratacién y su uso aun es controversial.

Las excepciones son el recién nacido y el desnutrido de tercer grado,
gue tiene mayor riesgo de desarrollar las formas severas y graves de

la enfermedad. La gentamicina parenteral, colistin (colimicina) y

. : . : 84
neomicina oral pueden reducir la morbimortalidad.

2.2.2. Bases Legales

Segun la Guia Técnica “Procedimiento de Toma de Muestra del Agua de
Mar en Playas de Bafio y Recreacion” (RM N° 553-2010/MINSA) 26 se
tomaron en cuenta las siguientes consideraciones:

a) Para larealizacion de la correspondiente toma de muestra:

* La tapa del envase y de igual manera el papel que lo protege deben
estar levemente flojos, ambos seran manejados como una unida y
siempre se debe evitar que se logre contaminar la tapa o el cuello del
frasco.

* El frasco se debe introducir con la boca hacia abajo y debe llegar a una
profundidad de 30 cm de la superficie.

» El frasco se debe llenar hasta que sobre 1/3 de volumen libre y
posteriormente se tapara.

b) Las anotaciones en la cadena de custodia, la codificacion de campo de la
muestra y la hora se deben realizar en la orilla de la playa.

c) Los datos seran llenados en la etiqueta del envase junto con la fecha y la
hora del muestreo, identificacion de la muestra y las iniciales de la persona
gue realizo el muestreo.

d) Posteriormente se procede a medir la temperatura del agua y del ambiente
y esos datos se registran en la cadena de custodia.

e) En la caja conservadora se guardan los frascos con las muestras, para
poder ser transportados al laboratorio. Se debe tener en cuenta que
siempre deben mantenerse las muestras a 4°C durante su transporte hasta

su llegada al lugar de analisis.
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f) Las muestras deben ser trasladadas de forma inmediata al lugar de
analisis. Es de suma importancia considerar que el tiempo para su traslado
no puede ser superior a 6 horas a partir de que se tomo la muestra hasta

la realizacion de la primera prueba.

De acuerdo con la Directiva Sanitaria que establece el procedimiento para la
evaluacion de la calidad sanitaria de las playas del litoral peruano (DS
N°038/MINSA-DIGESA-V.02) ,% las consideraciones asumidas fueron:
Determinaciéon de Control de Calidad Microbiol6gica.

a. La calificacion en cuanto a la microbiologia del agua de mar, es determinada
por la variante densidad de coliformes termotolerantes, que se encuentra en la
muestra del agua de mar que el personal recolecto las veces que inspeccion6
la playa.

b. Dicha cualificacion se puede dividir en 2 condiciones: Buena y Mala; ambas
condiciones cuentan con un rango de valores de coliformes termotolerantes
(NMP/100 mL), los que se establecieron en concordancia a las sugerencias
dadas por la OMS vy los Estandares Nacionales de Cualidad respecto al
ambiente para agua, debido a ello se les asigné un puntaje especifico para
cada categoria.

c. Para la determinacion de su categoria y puntaje, se deben comparar los
resultados obtenidos del andlisis de coliformes termotolerantes de una playa
con el rango de valores de coliformes termotolerantes.

Tabla N° 07: Determinacion de Control de la Calidad Microbioldgica.

Variable Rango de Valor | Puntaje | Caificacién | Puntaie Maximo
por Variable
Coliformes 0-200 0.50 Buena
Termotolerantes 0,50
(MMP/100 mL) > 200 0.00 Mala

Fuente: DS. N° 038/MINSA-DIGESA-V.02.%"
2.3 Hipoétesis

2.3.1 Hipétesis general
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e Existen niveles de Escherichia coli enteropatogena (EPEC) en agua

de mar de la playa Agua Dulce del distrito de Chorrillos.

2.3.2 Hipotesis especificas
1. Existen niveles incrementados de Escherichia coli en
medios de cultivo selectivo (Caldo verde brillante y caldo E. coli)
en las muestras de agua de mar de la playa Agua dulce del distrito

de Chorrillos.
2. Existe presencia de Escherichia coli en agua de mar de la
playa Agua Dulce del distrito de Chorrillos en medio de cultivo

selectivo diferencial (Agar EMB).

3. Existe presencia de Escherichia coli aislada de medios de

cultivo selectivo (Agar EMB) mediante pruebas bioquimicas.

4, Existe presencia de Escherichia coli enteropatdgena

(EPEC) mediante pruebas seroldgicas.

42



2.4 Definicién de términos béasicos

Agentes de infeccion. Microorganismo (virus, bacteria, hongo, o
parasitos) capaz de producir una infeccion o una enfermedad en una
persona.8®

Aglutinacion. Reunién masiva de células portadoras de un antigeno,
suspendidas en un liquido, en presencia de su correspondiente
aglutinina.®®

Aguade mar. Liquido transparente, incoloro, inodoro, salado en estado
puro, cuyas moléculas estan formadas por dos atomos de hidrogeno y
uno de oxigeno, y que constituye el componente mas abundante de la
superficie terrestre y el mayoritario de todos los organismos vivos.®’

Aislamiento. Accién y efecto de aislar.®®
Ambiente. Conjunto de todas las condiciones externas que influyen

sobre la vida, el desarrollo y en Ultima instancia, la supervivencia de un
organismo.16

Anticuerpo. Sustancia producida en el organismo animal por la
presencia de un antigeno, contra cuya accion reacciona
especificamente.®

Antigeno. Sustancia que, introducida en un organismo animal, da lugar
a reacciones de defensa, tales como la formacion de anticuerpos.®®
Apta. Idéneo, habil, a propdsito para hacer algo.%:

Bioquimica. Ciencia que estudia la estructura quimica y las funciones
de los seres vivos.??

Calidad de muestra. Se refiere a las condiciones en que se encuentra
el agua respecto a caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas, en su
estado natural o después de ser alteradas por el accionar humano.16
Coliformes fecales. Se pueden definir como el grupo de organismos
coliformes que pueden fermentar la lactosa desde 44°C hasta 45°C.
Los coliformes fecales forman parte de un grupo muy pequefio de
microorganismos; los cuales son indicativos de calidad, ya que tienen

su origen de las heces.*!
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Coliformes totales. Hace referencia a todas las bacterias Gram
negativas que tienen aspecto de bacilos, con la capacidad de fermentar
la lactosa en cultivos a temperaturas de 35°C - 37°C.4°
Concurrencia. Conjunto de personas que asisten a un acto o
reunion.®3

Contaminacion. Alteracién de las caracteristicas fisicas, quimicas o
biologicas del agua, resultante de la incorporacion deliberada o
accidental en la misma de productos o residuos que afectan los usos
de agua.®

Contraer. Adquirir algo como una costumbre, un vicio, una enfermedad
0 una deuda.®®

Cuantificar. Expresar numéricamente una magnitud de algo.®®
Diarrea. Sintoma o fenbmeno morboso que consiste en evacuaciones
de vientre liquidas y frecuentes.®’

Distrito. Cada una de las demarcaciones en que se subdivide un
territorio 0 una poblacién para distribuir y ordenar el ejercicio de los
derechos civiles y politicos, o de las funciones publicas, o de los
servicios administrativos.%

Ecosistema. Comunidad de los seres vivos cuyos procesos vitales se
relacionan entre siy se desarrollan en funcion de los factores fisicos de
un mismo ambiente.®®

Emponzofiar. Corromper, dafiar o echar a perder.1%°

Enfermedad. Alteracién mas o menos grave de la salud.0!
Enterobacterias. Llamadas también bacterias entéricas [del griego
enterikos, perteneciente al intestino], degradan azucares mediante la
via de Embden-Meyerhof y escinden el acido pirdvico para producir
acido férmico en fermentaciones del 4cido férmico.02

Escherichia Coli. Es un habitual residente del tracto gastrointestinal
tanto de los animales como de los seres humanos.*?

Fecal. Perteneciente o relativo al excremento intestinal. 1%

Fiebre. Fendbmeno patoldgico que se manifiesta por elevaciéon de la
temperatura normal del cuerpo y mayor frecuencia del pulso y la

respiracion.04

44



Fuente. Manantial de agua que brota de la tierra.1%

Género. Es un grupo bien definido de una o mas especies que esta
claramente separado de otros géneros.0?

Gérmenes. Microorganismos patdégenos.1%

Identificar. Reconocer si una persona o cosa es la misma que se
supone o se busca.t%’

Infeccioso. Que causa infeccion.1%8

Medio de cultivo. Es una técnica muy importante para estudio e
identificaciébn de los microorganismos ya que son nutrientes que
permiten el crecimiento en el laboratorio.1%°

Método. Modo de decir o hacer con orden.©

Microbiologia. Estudio de los organismos y agentes que son
demasiado pequefios para ser observados con claridad a simple vista-
esto es, el estudio de los microorganismos.192

Microorganismo. Organismo unicelular solo visible al microscopio.*!
Muestra. Parte o cantidad pequefia de una cosa que se considera
representativa del total y que se toma o se separa de ella con ciertos
métodos para someterla a estudio, andlisis o experimentacion.®
Nivel. Medida de una cantidad con referencia a una escala
determinada.*?

Parametros microbioldgicos. Son los microorganismos indicadores
de contaminacion y/o microorganismos patdogenos para el ser
humano.16

Patégeno. [Del griego patho, enfermedad y gennan, generar] cualquier
organismo o agente que causa una enfermedad.1%?

Patron. Modelo que sirve de muestra para sacar otra cosa igual.**3
Playa. Ribera del mar o de un rio grande, formada de arenales en
superficie casi plana.t'4

Protozoo. Dicho de un organismo: Constituido por una sola célula o
por una colonia de células iguales entre si, y que casi siempre es
microscopico.*t®

Salud. Estado en que el ser organico ejerce normalmente todas

sus funciones.116
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Sanitario. Perteneciente o relativo a las instalaciones de agua de mar
empleada para limpieza y usos higiénicos.t’

Serologia. Estudio quimico y bioquimico de los sueros, especialmente
del suero sanguineo.*®

Serotipo. Variedad de un microorganismo identificada mediante un
andlisis serolégico.119

Suero. Sueros de animales preparados convenientemente para
inmunizar contra ciertas enfermedades, o el que procede de una
persona curada de una enfermedad infecciosa que se inyecta a otra
para inmunizarla o curarla de la misma enfermedad.*?°

Técnica. Conjunto de procedimientos y recursos de que se sirve una
ciencia o un arte.*?!

Temperatura. Es una medida del calor o energia térmica de las
particulas en una sustancia.'??

Turbidez. Se define como la falta de transparencia en el agua debido

a la presencia de solidos disueltos en ella.1??
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

3.1. Tipo y disefio de investigacion

La presente investigacion es basica, ademas de ser del area de Ciencias

Farmacéuticas y Bioquimica; y ser de enfoque cuantitativo.

El tipo de investigacion es descriptivo, puesto que se basa en la determinacion de los
niveles de presencia de una bacteria en muestras de agua de mar. Segun Sampieri
et al. (2006), los estudios descriptivos tienen como objetivo obtener datos y hacer
mediciones de las propiedades importantes de los hechos que se dan a la observacion
del investigador. Pueden ser hechos del comportamiento de las personas, de los
grupos, comunidades o cualquier otro hecho que sea sometido a la observacion del
investigador. La investigacion descriptiva utiliza conceptos métricos o cuantitativos. 123
La observacion de las muestras ha sido efectuada en ambientes de laboratorio,

mediante procedimiento experimental.

El disefio asumido es cuasi experimental, realizado en ambientes controlados de
laboratorio microbioldgico. Segun este disefio no intervienen los investigadores ni

manipulan las condiciones del estudio.

3.2. Poblaciéon y muestra

Agua de mar de la playa Agua Dulce del distrito de Chorrillos, Lima, en medios de

cultivo: caldo lauril triptosa, caldo verde brillante bilis 2% y caldo E. coli.

La seleccion de la muestra se realizé de manera no probabilistica, con lo que se

obtuvo:
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e 250 mL. de agua de mar a 5 metros de la playa Agua Dulce del distrito de

Chorrillos.

e 250 mL. de agua de mar a 10 metros de la playa Agua Dulce del distrito de

Chorrillos.

e 250 mL. de agua de mar a 20 metros de la playa Agua Dulce del distrito de

Chorrillos.

3.3. Equipos, materiales y reactivos

e Equipos

Balanza analitica.
Autoclave.
Termohigrometro.
Termometro.
Incubadoras.
Microscopio.
Medidor de pH.
Micropipeta.

e Materiales

Frascos de vidrio esterilizados traslicido, con tapa rosca de abertura

ancha, con aforo de 250 mL. debidamente rotulados.

Etigueta y plumon indeleble, para identificar la muestra.

Papel kraft.

Cinta indicadora.

Tubos de ensayo con:

> 10.0 mL de caldo Lauril triptosa concentracién doble o triple con
Campana de Durham.

> 10.0 mL de Caldo Verde Brillante bilis 2% con campana de
Durham.

> 10.0 mL de Caldo E. Coli y campana de Durham.

Campana de Durham.

Placas Petri.
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- Lamina Portaobjetos.

- Asa de siembra.

- Viales de vidrio.

- Gotero.

- Caja conservadora de poliestireno expandido para transportar las

muestras.

e Reactivos

- Solucion de Cristal violeta.

- Solucioén de Lugol.

- Solucion de Alcohol-Acetona.
- Solucion de Safranina.

- Aceite de inmersion.

- Reactivo de Kovacs.

e Oftros
Medios de cultivo

Caldo Lauril triptosa concentracion doble o triple.
Caldo Verde Brillante bilis 2%.

Caldo E. Coli.

Agar Eosina Azul de metileno (EMB).

Agar Lisina.

Citrato.

Indol.

Motilidad.

S N N N N N RN

e Sueros

Suero fisiologico 9%
%+ Suero anti — E.coli enteropatogena clasica Grupo de suero polivalente A.

¢+ Suero anti — E.coli enteropatégena clasica Grupo de suero polivalente B.
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3.4. Procedimiento experimental

El procedimiento experimental se llevé a cabo en el Area de Microbiologia de Control
de Calidad del Laboratorio KARIFRAN S.A.C. y en el Laboratorio de Microbiologia de
la facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica de la Universidad Inca Garcilaso
de la Vega, con los materiales, reactivos y equipos Optimos para determinar los niveles
de Escherichia coli enteropatéogena (EPEC) en agua de mar de la playa Agua Dulce

del distrito de Chorrillos, cumpliendo las siguientes etapas:
Toma de muestra

Se realizaron las tomas de muestras representativas en tres diferentes distancias: 5
m, 10 m y 20m y en dos distintos tiempos: mafiana y tarde. Para determinar los
niveles de E coli enteropatdgena (EPEC), fueron transportados en una caja térmica
de poliestireno expandido, manteniendo la temperatura de 4°C, y luego, ser
transportados al laboratorio donde se realizé el respectivo analisis.

El tiempo de transporte no debe pasar las 6 horas desde el muestreo hasta su primer
andlisis.

El procedimiento seguido es el siguiente:

v Distender sutilmente la cubierta del envase y el papel de proteccion como una
unidad para que no se infecte la cubierta o el cuello del envase.

v Sumergir el envase con la boca hacia abajo hasta alcanzar el fondo de treinta

centimetros de la superficie.

v Saturar el envase hasta que sobre un tercio del envase del volumen libre.
v Realizar la medicién de la temperatura del agua y tapar el frasco.
v Escribir los datos en el rotulo del recipiente con fecha y hora del muestreo y

también identificar las muestras y nombres del muestrador. (Ver imagen N° 25)
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Andlisis organoléptico

A todas nuestras muestras recolectadas se tomo en cuenta el color y olor.

Prueba fisica

A todas las muestras que fueron recolectadas se realizaron las pruebas fisicas como

temperatura y hora del muestreo.

Analisis microscopico

Tincién Gram

Realizar un frotis y pigmentarlo por Gram. Mirar al microscopio la existencia de bacilos

cortos o cocobacilos Gram-negativos.

Preparacion de las muestras para la tincion:

Extension:

e Colocar en un portaobjeto limpio una pequefia gota de suero fisiologico 9 por

ciento con el asa de siembra, previamente esterilizada.

e Fijar una pequefa cantidad de suspension de bacterias o tomar una colonia

aislada.

e Extender con el asa una gota de suero y las bacterias sobre el portaobjeto. Se fija

la extensién dejando secar el portaobjeto.

e Colocar los portaobjetos en una bandeja de plastico con una pequefia malla para

gue los reactivos puedan drenar sobre esta.

Coloracion:

e Tefiir la extension con solucidén de cristal violeta y se deja reposar durante 1

minuto.

Lavar sutilmente con agua desionizada durante 10 segundos.
Tenir con solucién de lugol y dejar reposar por 1 minuto.
Lavar sutilmente con agua desionizada durante 10 segundos.

Decolorar con alcohol-acetona y dejar actuar durante 30 segundos.

Lavar nuevamente con agua desionizada hasta retirar el excedente de color.

Tefiir con safranina y dejar reposar por 1 minuto.

Lavar nuevamente con agua desionizada hasta retirar el excedente de color.

Dejar secar la laAmina portaobjeto a temperatura ambiente.
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Prueba microbioldgica

Consideraciones generales

Se usaron los agares, segun sus especificaciones de cada uno dadas por el
proveedor.

Los microorganismos especificos para Escherichia coli fueron aislados, después de
gue las muestras fueron llevadas al laboratorio en el cual se realizaron las pruebas
microbiolégicas y donde se utiliz6 como medios de cultivo: caldo lauril triptosa, caldo
verde brillante bilis 2% (en el cual se encontraba una campana de Durham al revés
colocada dentro de cada tubo) y caldo Escherichia coli para enriquecer y que se
prolifere el microorganismo.

Fundamento

Por el método del NUmero mas Probable (NMP) se determinan los microorganismos
coliformes totales, se basa en fermentar la lactosa con obtencién de &cido y gas al
incubarlos a 35°C * 1°C durante 48 horas., empleando un medio de cultivo que incluya
sales biliares. Esta evaluacion consiste en dos fases, la fase presuntiva y la fase
confirmativa. En la fase presuntiva se emplea es el caldo lauril triptosa el que concede
recuperar los microorganismos que se hallen presentes en la muestra.

Mientras que la fase confirmativa se utiliza el caldo verde brillante bilis 2% el cual es
selectivo y s6lo accede desarrollar ciertos microorganismos aptos de aceptar tanto las
sales biliares como el verde brillante bilis 2%. Para determinar Escherichia Coli se
ejecuta a partir de los tubos positivos de caldo E. Coli, los cuales se siembran en
medios selectivos y diferenciales (Agar Mac Conkey o Agar Eosina Azul de Metileno)

y luego desarrollando las pruebas bioguimicas.'?*
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Siembra con asa bacteriolégica de los tubos
CLSS + 20.0 mL de muestra positivos (produccion de gas) en caldo lactosa
verde brillante bilis 2% y caldo EC

Tubos con 10.0 mL de caldo lauril sulfato
de sodio (CLSS) triple concentracion (3X)

v v

2 a 3 asadas/tubo 2 a 3 asadas/tubo
- = = == =
37°C ‘ | 445°C
' 24-48h U ‘ G- d6h ; ‘
U w - & & U
Lectura de tubos positivos en Tubos con 10.0 mL de Lectura de tubos positivos en
Tibos oo H.0 k- de tablas. NMP de coliformes Caldo EC o0 EC-MUG tablas. NMP de coliformes

Sa:gzltal;:gs;zerde totales /100 ml de muestra fecales /100 ml de muestra.

v

Siembra de tubos positivos en
placas de Agar EMB para la
busqueda de Escherichia
coli

Figura N° 04 Método del Numero mas Probable.

Fuente: Método para la determinacion de bacterias coliformes, coliformes fecales
y Escherichia coli por la técnica de diluciones en tubo mdultiple (NUmero mas
Probable o NMP). 292 ed. 2009.1%7

Método del NUmero mas probable
Del medio de cultivo, llamado Caldo Verde brillante bilis 2%, se us6 para

determinar el método del Numero mas probable (NMP).

Procedimiento:

v' Afadir a los tubos con 10.0 mL de Caldo Lauril Triptosa triple concentracién
(3X) y 20 mL de muestra. Llevar a la incubadora a 37°C de 24 a 48 h. Se
considera positivo si hay produccion de gas, que se visualiza con una burbuja

dentro de la campana de Durham o si la campana flota en el caldo lauril triptosa.

v Los tubos positivos se siembran mediante dos o tres asadas con la ayuda de
la Asa bacteriologica en Caldo Verde Brillante bilis 2% y Caldo E coli. Se
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considera positivo en ambos casos si hay produccion de gas, que se visualiza

con una burbuja dentro de la campana de Durham o si la campana flota.

Separar todos los tubos positivos después de haber sido incubado por 24-48 h
a 37 °C en caso del Caldo Verde Brillante bilis 2%. Realizar la lectura de los

tubos positivos en tablas de NMP de Coliformes totales.
Separar todos los tubos positivos después de haber sido incubado por 24-48
horas a 44.5° C en caso del Caldo E coli. Para luego ser sembrado al Agar

EMB.

Sembrar a cada placa de EMB por Estria Cruzada todos los tubos positivos de

Caldo E. coli. Incubar las placas a 35°C por 18-24 horas.

Pruebas Confirmatorias

Prueba bioquimica

Después de ser aisladas en el medio de cultivo EMB fueron seleccionadas y

conservadas en cepario para el analisis confirmatorio mediante esta prueba

bioquimica con el uso de los siguientes medios:

INDOL.

CITRATO.

MOTILIDAD.

LISINA.

Tabla N° 08: Cuadro de Reacciones Biogquimicas.

Medios
GAS | INDOL | CITRATO | MOTILIDAD | LISINA

Escherichia coli + + - + +
Salmonella + - + + +
Enterobacter ++ - + + -

Leyenda: ++, reaccidn positiva fuerte; +, 90% o méas cepas son positivas; -, 90%

0 MAs cepas son negativas.>®
Fuente: Diagndstico Microbioldgico. Texto y atlas color. 6% Ed., 2006. °¢
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Prueba Serolégica

Se llevé a cabo la técnica disefiada por el Laboratorio PROBAC de Brasil para los
sueros anti — E. coli enteropatdgena clasica. Y desarrollando los siguientes pasos:

v Se debe realizar el aseo de las ldminas portaobjetos con alcohol.

v Suspension Bacteriana: las colonias se alcanzaron de forma directa de la
superficie de cultivos de 48 horas y se pusieron en un vial de vidrio a la cual se agreg6
con micropipeta 0.2 mL de suero fisiologico 0.9%. Esto se realiza para cada muestra
y debe ser una Suspension Espesa.

v Se colocaron 0.2 mL de la Suspension Espesa y se le afiadié 0.3 mL de los
sueros PROBAC. Luego se mezcla la muestra hasta lograr que ocupe un espacio
aproximadamente un centimetro y se mantiene en desplazamiento de lado a lado por

uno o dos minutos.
Técnicas e instrumentos utilizados
Técnicas:

X Andlisis organolépticos y fisicas.
X Técnica de tincion Gram

<> Técnica de diluciones en tubo multiple (nUmero mas probable o NMP).

X Prueba de siembra y asilamiento
X Prueba bioquimica

X Prueba seroldgica
Instrumentos:

En la presente investigacion se utilizé una ficha de analisis del agua de mar de la Playa
“‘Agua Dulce”, elaborada por las autoras (Ver Anexo 03. Ficha de recoleccion de
datos); la cual permiti6 determinar los niveles de Escherichia coli enteropatdgena
(EPEC) en agua de mar de la playa Agua Dulce ubicado en Chorrillos, tomando en
cuenta los valores establecidos en la Directiva Sanitaria °038/MINSA-DIGESA-V.02;
gue es la directiva sanitaria que fundamenta el método para determinar de la calidad

saludable de las playas del litoral peruano.
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3.5. Procesamiento de datos
El andlisis estadistico de los datos de la investigacion se realizé utilizando el programa

estadistico SPSS version 24 y el programa Microsoft Excel 2013 para Windows.

Ademas se considerd un nivel de confianza del 95% y de significancia del 5%.
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4.1. Presentacion

4.1.1. Anélisis organoléptico / Prueba fisica

CAPITULO IV

RESULTADOS

Tabla N° 09: Turno mafana.

Analisis Organoléptico / Prueba fisica

Muestras a: Aspecto Olor T (°C) H(()jrs r?]iéittg:na
5 metros Translicido |Caracteristico| 20 °C 09: 11 a.m.
10 metros Translucido |Caracteristico| 20 °C 09: 23 a.m.
20 metros Transliucido |Caracteristico| 20 °C 09: 47 a.m.

Fuente: Elaboracién propia

Tabla N° 10: Turno tarde

Andlisis Organoléptico / Prueba fisica

Muestras a: Aspecto Olor T (°C) Hc()jrs riiéittg:na
5 metros Translicido | Caracteristico| 24 °C 15: 17 p.m.
10 metros Transliucido |Caracteristico| 24 °C 15: 31 p.m.
20 metros Translucido |Caracteristico| 24 °C 15: 50 a.m.

Fuente: Elaboracion propia.
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4.1.2. Analisis microscoépico

Tincion Gram.

Tabla N° 22: Turno mafana.

Muestras Placa N°1 | Placa N°2 | PlacaN°3 | Placa N° 4

5 metros Gram + Gram + Gram + Gram +

10 metros Gram - Gram - Gram + N.A.

20 metros Gram + Gram + Gram - Gram -
Fuente: Elaboracién propia N.A. No aplica

Se sembraron muestras en porta objetos a partir de muestras aisladas en
placa de agar EMB para diferenciar si es Gram (-) o Gram (+). Se observo un

33.4% de bacterias Gram (=) y un 63.6% de bacterias Gram (+).
Tabla N° 23: Turno tarde.

Muestras Placa N°1 | Placa N°2 | Placa N°3 | Placa N° 4

5 metros Gram - Gram - Gram + Gram -

10 metros Gram - Gram - N.A. N.A.

20 metros Gram + Gram - Gram - N.A.
Fuente: Elaboracion propia N.A. No aplica

Se sembraron muestras en porta objetos a partir de muestras aisladas en

placa de agar EMB para diferenciar si es Gram (-) o Gram (+). Se observé

un 77.8 % de bacterias Gram (-) y un 22.2 % de bacterias Gram (+).

4.1.3. Prueba microbiolbdgica

a) Medio de cultivo (caldo lauril triptosa).

Tabla N° 11: Turno mafana

Muestras Tubo N°1| Tubo N°2 | Tubo N°3
5 metros + + +
10 metros + + +
20 metros + + +

Fuente: Elaboracion propia

Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo
De las muestras analizadas se observé un 100% de resultados positivos.
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Tabla N° 12: Turno tarde.

Muestras Tubo N°1 | Tubo N°2 | Tubo N°3
5 metros + + +
10 metros + + +
20 metros + + +

Fuente: Elaboracion propia Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo

De las muestras analizadas se observo un 100% de resultados positivos.

b) Determinacion del nUmero mas probable (NMP) de coliformes con caldo

verde brillante bilis 2% (Coliformes Totales).

Tabla N° 13: Turno mafiana

Muestras Tubo N°1 | Tubo N°2 | Tubo N°3
5 metros + + +
10 metros + + +
20 metros + + -

Fuente: Elaboracion propia Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo
En estas muestras analizadas se observo un 77.8% de resultados positivos

en este medio enriquecido para coliformes totales.
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Tabla N° 14: Turno tarde

Muestras Tubo N°1| Tubo N°2 | Tubo N°3
5 metros + + +
10 metros + +
20 metros + -

Fuente: Elaboracién propia

En estas muestras analizadas se observé un 88.9% de resultados positivos

Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo

en este medio enriquecido para coliformes totales.

c) Determinacién del NUmero mas Probable (NMP) de coliformes con caldo

Escherichia coli — (Coliformes Fecales).

Tabla N° 15: Turno mafiana.

Muestras Tubo N°1 | Tubo N°2 | Tubo N°3
5 metros + - -
10 metros + + +
20 metros + + +

Fuente: Elaboracién propia

En estas muestras analizadas se observo un 88.9% de resultados positivos

Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo

en este medio enriquecido para coliformes fecales.

Tabla N° 16: Turno tarde

Muestras Tubo N°1 | Tubo N°2 | Tubo N°3
5 metros + + +
10 metros + + +
20 metros + + -

Fuente: Elaboracion propia

Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo

De estas muestras analizadas se observo un 88.9% de resultados positivos

en este medio enriquecido para coliformes fecales.
Al momento de realizar los célculos para cuantificar el niUmero mas probable

(NMP) se debera tomar en cuenta la siguiente Tabla N° 17:
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Tabla N° 17: Numero mas probable (NMP) para 1 g de muestra cuando se

usan 3 tubos con porciones 0,1; 0,01 y 0,001 g

Tubos Positivos Tubos Positivos
0,1 0,01 0,001 NMP 0,1 0,01 0,001 NMP
0 0 0 <3 1 0 0 36
0 0 1 3 1 0 1 7.2
0 0 2 6 1 0 2 11
0 0 3 9 1 0 3 15
0 1 0 3 1 1 0 7.3
0 1 1 6,1 1 1 1 1
0 1 2 9,2 1 1 2 15
0 1 3 12 1 1 3 19
0 2 0 6,2 1 2 0 1"
0 2 1 9,3 1 2 1 15
0 2 2 12 1 2 2 20
0 2 3 16 1 2 3 24
0 3 0 9.4 1 3 0 16
0 3 1 13 1 3 1 20
0 3 2 16 1 3 2 24
0 3 3 19 1 3 3 29
Tubos Positivos Tubos Positivos
0,1 0,01 0,001 NMP 0,1 0,01 0,001 NMP
2 0 0 9,1 3 0 0 23
2 0 1 14 3 0 1 39
2 0 2 20 3 0 2 64
2 0 3 26 3 0 3 95
2 1 0 15 3 1 0 43
2 1 1 20 3 1 1 75
2 1 2 27 3 1 2 120
2 1 3 34 3 1 3 160
2 2 0 21 3 2 0 93
2 2 1 28 3 2 1 150
2 2 2 35 3 2 2 210
2 2 3 42 3 2 3 290
2 3 0 29 3 3 0 240
2 3 1 36 3 3 1 460
2 3 2 44 3 3 2 1100
2 3 3 53 3 3 3 > 1100

Fuente: Official Methods of Analisis of AOAC Internacional, 182 ed. 2005.125
Para calcular el NMP en cantidades de muestra es necesario tener en cuenta la tabla
N° 17.

Ejemplo 1:
Cantidad de muestra (g o0 mL)® Valores NMP
positivos estimado/g
Ejemplo 1 0,1 0,01 0,001 TR omL®
A 1/3 1/3 1/3 1-1-1 110
@ Numerador/denominador = numero de tubos positivos/nimero de tubos
inoculados.

®) Multiplicar todos los valores de NMP/g (mL) por 100 para expresarlos como
NMP/100 g (mL).
Fuente: Official Methods of Analisis of AOAC Internacional, 18¥@ Ed. 2005.12°

Teniendo los siguientes resultados:
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Tabla N° 18: Numero de coliformes totales

Turnos: NMP / mL
5 metros (mafiana) 1100

5 metros (tarde) 1100

10 metros (mafiana) 1100

10 metros (tarde) 1100

20 metros (mafiana) 730

20 metros (tarde) 730

Fuente: Elaboracion propia

Tabla N° 19: Numero de coliformes fecales

Turnos: NMP / mL
5 metros (mafana) 360

5 metros (tarde) 1100

10 metros (mafiana) 1100

10 metros (tarde) 1100

20 metros (mafnana) 730

20 metros (tarde) 730

Fuente: Elaboracién propia

d) Prueba confirmativa de Escherichia coli en agar EMB — Turno:

Manana/Tarde.

Tabla N° 20: Turno mafiana

Muestras Tubo N°1 | Tubo N°2 | Tubo N°3
5 metros + + +
10 metros + + +
20 metros + + -

Fuente: Elaboracién propia

Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo

De estas muestras analizadas se observo un 88.9% de resultados positivos.
Todos los tubos que dieron positivos en caldo E. coli pasan mediante una

estriada a agar EMB.

62



Tabla N° 21: Turno tarde

Muestras Tubo N°1 | Tubo N°2 | Tubo N°3
5 metros + + +
10 metros + + +
20 metros + + -

Fuente: Elaboracidon propia Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo
De estas muestras analizadas se observé un 88.9% de resultados positivos.
Todos los tubos que dieron positivos en caldo E. coli pasan mediante una

estriada a agar EMB.

4.1.4. Pruebas confirmativas.
a) Prueba bioguimica

Tabla N° 24: Turno mafiana

Citrato
Muestras Tubo N°1 | Tubo N°2 | Tubo N°3
5 metros - - -
10 metros - + -
20 metros + - -
Indol
Muestras Tubo N°1 | Tubo N°2 | Tubo N°3
5 metros - + +
10 metros + + -
20 metros + - +
Lisina
Muestras Tubo N°1 | Tubo N°2 | Tubo N°3
5 metros - - -
10 metros - + -
20 metros + - -
Motilidad
Muestras Tubo N°1 | Tubo N°2 | Tubo N°3
5 metros - + +
10 metros + + -
20 metros + - +

Fuente: Elaboracion propia

Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo
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Tabla N° 25: Turno tarde

Citrato
Muestras Tubo N°1 | Tubo N°2 | Tubo N°3
5 metros - - -
10 metros - + -
20 metros + - -
Indol
Muestras Tubo N°1 | Tubo N°2 | Tubo N°3
5 metros + - +
10 metros - + +
20 metros + + -
Lisina
Muestras Tubo N°1 | Tubo N°2 | Tubo N°3
5 metros + - +
10 metros - + -
20 metros + - -
Motilidad
Muestras Tubo N°1 | Tubo N°2 | Tubo N°3
5 metros + - +
10 metros - + +
20 metros + + -

Fuente: Elaboracion propia Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo

De cada muestra se dividieron en tres tubos que contiene cada medio para

determinar cuales son positivos en distinta prueba bioguimica.
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b) Prueba seroldgica

Tabla N° 26: Turno mafana

Serotipos
Muestras Placa Serotipo A Serotipo B
Distancia: 5 m n° 2 - -
Distancia: 5 m n° 4 - -
Distancia: 10 m n°1 + +
Distancia: 10 m n° 2 + +
Distancia: 20 m n° 3 + -
Distancia: 20 m n° 4 + -
Fuente: Elaboracion propia Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo

Dieron positivos tales muestras: 10m n° 1, 10m n° 2 ,20m n° 3y 20m n° 4

para serotipo A. (Ver Tabla N° 06 para especificacion de codigos).

Dieron positivos tales muestras: 10m n° 1y 10m n° 2 para serotipo B. (Ver
Tabla N°06 para especificacién de codigos).

Tabla N° 27: Turno tarde

Serotipos

Muestras Placa Serotipo A Serotipo B

Distancia: 5 m n° 1 - -
Distancia: 5 m + +
Distancia: 5 m

Distancia: 10 m
Distancia: 10 m
Distancia: 20 m

Distancia: 20 m
Fuente: Elaboracion propia Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo

o

o)

+ +
+ +

o

o

o
WININ|FP|B™IN

S|S|IS|I3S|3|15

Dieron positivos tales muestras: 5m n° 2, 10m n° 1 y 10m n° 2 para serotipo

A. (Ver Tabla N° 06 para especificacion de codigos).

Dieron positivos tales muestras: 5m n° 2, 10m n° 1 y 10m n°® 2 para serotipo

B. (Ver Tabla N° 06 para especificacion de codigos).
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Las hipétesis fueron contrastadas mediante el siguiente proceso:

Prueba estadistica: prueba T-Student, que sirve para comparar las medias de
dos grupos independientes y llevar a cabo un analisis de la varianza unifactorial
con la finalidad de comparar las medias.

Justificacion: Utilizacion de la distribucion T-Student, en el contraste de
medias

a) Independencia: m.a.s. y poblacion pequefia: 18

b) Normalidad: Si la muestra es pequefia se utiliza la distribucién T-Student y

no se puede asumir que la poblacion es normal.

Hipotesis general

Hi: Existen niveles de Escherichia coli enteropatogena (EPEC) en agua de Mar de la

playa Agua Dulce del distrito de Chorrillos.

Ho: No Existen niveles de Escherichia coli enteropatogena (EPEC) en agua de Mar de
la playa Agua Dulce del distrito de Chorrillos.
Tabla N° 28: Estadisticos Descriptivos

Desviacion
N Media tipica Minirmo Maximo
Niveles de E.Coli 6 915,00 309,564 360 1100

Fuente: Programa estadistico SPSS version 24

En la tabla N° 28, se observa que el promedio del nivel medio de Escherichia coli es
de 915 y existe poca dispersion de los datos en relacion al promedio (desviacion tipica:

309.564)

Tabla N° 29: Promedio del nivel medio de Escherichia coli (Coliformes totales)
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Miveles de E.Coli (Coliformes Totales)

Descriptivos

95% del intervalo de confianza
parala media

Desviacidn Error Limite

M Media estandar estandar Limite inferior superior Minirno Maxirmo

mafiana 3 976,67 213620 123,333 446 01 1507,33 730 1100

tarde 3 976,67 213620 123,333 446 01 1507,33 730 1100

Total & 976,67 191,067 78,003 77615 117718 730 1100

Fuente: Programa estadistico SPSS version
Tabla N° 30: Promedio del nivel medio de Escherichia coli (Coliformes fecales)
MNiveles de E.Coli
Intervalo de confianza parala
media al 95%
Desviacidn Limite

I Media tipica Errortipico | Limite inferior superior Minimo Maximo
mafiana 85333 427,239 246 667 -207,949 181465 360 1100
tarde 976,67 213620 123,333 4460 1507,33 730 1100
Total 915,00 309,564 126,379 59013 123587 360 1100

Fuente: Programa estadistico SPSS version 24

Decisién: Como los promedios obtenidos en cada una de las categorias de la variable

turno se encuentran dentro del intervalo de confianza, se rechaza la hipotesis nula y

se acepta la hipotesis alterna que indica que “Existen niveles de Escherichia coli

enteropatdgena (EPEC) en agua de Mar de la playa Agua Dulce del distrito de

Chorrillos”, con un nivel de confianza del 95%.

También se observa que el promedio del nivel medio de Escherichia coli en el agua

de mar en el grupo de la tarde es mayor al grupo de la mafiana y hay un 95% de

confianza que la estimacion puntual se encuentre dentro del rango de los intervalos.
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Figura N° 05: Grafico de Medias

Fuente: Programa estadistico SPSS version 24

En la figura N° 05 de medias se observa que el promedio de nivel de Escherichia coli
en agua de mar es mayor en la tarde.

Hipotesis especificas

Hipotesis especifica 1:

Hi: Existen niveles incrementados de Escherichia coli en medios de cultivo selectivo
(Caldo verde brillante y caldo E. coli) en las muestras de agua de la playa Agua dulce
del distrito de Chorrillos.

Ho: No existen niveles incrementados de Escherichia coli en medios de cultivo

selectivo (Caldo verde brillante y caldo E. coli) en las muestras de agua de la playa

Agua dulce del distrito de Chorrillos.
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Decision: Se rechaza la hipétesis nula debido a que en los medios de cultivo con
muestras se pudo cuantificar Escherichia coli de manera exitosa mediante la técnica

de diluciones en tubo multiple (nGmero mas probable o nmp).

Hipotesis especifica 2:

Hi: Existe presencia de Escherichia coli en agua de mar de la playa Agua Dulce del

distrito de Chorrillos en medio de cultivo selectivo diferencial (Agar EMB).

Ho: No existe presencia de Escherichia coli en agua de Mar de la playa Agua Dulce

del distrito de Chorrillos en medio de cultivo selectivo diferencial (Agar EMB).

Decisién: se rechaza la hipotesis nula debido a que todos los resultados obtenidos
fueron 88.9% positivos en medio de cultivo selectivo diferencial para aislar Escherichia

coli.

Hipotesis especifica 3:

Hi: Existe presencia de Escherichia coli aislada de medios de cultivo selectivo (Agar

EMB) mediante pruebas bioquimicas.

Ho: No existe presencia de Escherichia coli aislada de medios de cultivo selectivo
(Agar EMB) mediante pruebas bioquimicas.

Decisién: Se rechaza la hipotesis nula debido a que los resultados obtenidos para
determinar Escherichia coli aislada de medios de cultivo selectivo (Agar EMB)

mediante pruebas bioquimicas confirmaron su presencia.
Hipotesis especifica 4:
Hi: Existe presencia de Escherichia coli enteropatogena (EPEC) mediante pruebas

seroldgicas.
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Ho: No existe presencia de Escherichia coli enteropatdégena (EPEC) mediante pruebas

seroldgicas.

Decision: Se rechaza la hipétesis nula debido a que mediante el método de la
aglutinacion en los resultados positivos se confirmé la presencia de Escherichia coli

enteropatdgena (EPEC) en las muestras analizadas.
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4.2. Discusion

En la investigacion realizada para la determinacion de los niveles de Escherichia coli
enteropatogena (EPEC) en agua de la playa Agua Dulce, ubicada en el distrito de
Chorrillos, se pudo comprobar la presencia de Escherichia coli enteropatégena
(EPEC) de serotipos A y B fuera de los rangos establecidos por la normativa D.S.
N°038/MINSA-DIGESA-V.02 que tiene una calificacion para la determinacion de
control de calidad microbiolégica que establece que debe ser <200 ufc/mL. Para la
determinacion e identificacion de Escherichia coli se utilizaron los siguientes métodos:
identificacion con caldo lauril triptosa, identificacién con caldo verde Brillante, caldo
Escherichia coli, agar EMB, tincion Gram y prueba bioguimica. En la determinacion de
Escherichia coli enteropatdégena se empled la prueba serolégica para Escherichia coli
enteropatdgena (EPEC) serotipo A y serotipo B. Mientras que para la cuantificacion
de Escherichia coli enteropatégena se us6 el método de diluciéon en tubo multiple
(NMP).

En la presente investigacion mediante la técnica de tubo maltiple (NMP) se cuantifico
la presencia de Escherichia coli en las muestras de agua de la playa Agua Dulce del
distrito de Chorrillos, teniendo como resultado para coliformes totales desde 730
UFC/mL. hasta 1100 UFC/mL. y para coliformes fecales los resultados fueron desde
360 UFC/mL, 730 UFC/mL. y 1100 UFC/mL. Se confirma de acuerdo a lo planteado
por Frias, T. (2016), quien presento el trabajo de investigacion titulado “Evaluacion de
los parametros fisicos, quimicos y microbiol6gicos en el sector Puerto de Productores
Rio Itaya, Loreto-Per 2014-2015”, cuyo obijetivo fue determinar la contaminacion de
las aguas que provienen de las diversas actividades portuarias, donde también
confirmé la existencia de coliformes totales mediante el método de tubo mudltiple
(NMP), obteniendo los resultados de 240 UFC/mL., 845 UFC/mL., y 410 UFC/mL.;
ademas también confirmo la presencia de coliformes fecales obteniendo los
resultados de 93 UFC/mL., 616 UFC/mL. y 255 UFC/mL.

Los resultados obtenidos en medio de cultivo selectivo diferencial (EMB) dieron
positivo un 88.9% para Escherichia coli en las muestras de agua traidas de la playa
de Agua Dulce del distrito de Chorrillos para ambos turnos (mafana y tarde),
evidenciandose mediante un color verde metalico en todas las placas que contenian
agar EMB. Mientras que Vergaray et al (2007), en su estudio “Enterococcus y

Escherichia coli como indicadores de contaminacion fecal en playas costeras de
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Lima”, cuyo objetivo fue sefialar el provecho de Escherichia coli y Enterococcus como
anunciadores de contaminacion por heces y si se toma en cuenta los indicadores de
Escherichia coli y Enterococcus, 2 playas serian inaceptables, concluyendo que la
contaminacion fecal se evidencia mas en verano.

Mediante pruebas bioquimicas se identifico Escherichia coli aislada en medio de
cultivo selectivo (Agar EMB), lo que se confirmd cuando los resultados obtenidos de
ambos tiempos (mafana y tarde) fueron: a. negativo en la mayoria de los casos para
citrato, b. positivo para indol en la mayoria de los casos, c. para Agar LIA, la mayoria
de resultados fueron negativos y d. para la prueba de motilidad la mayoria de los
resultados fueron positivos. Similares resultados encontré6 Romero, B. (2016), quien
presento el trabajo de investigacion titulado “Concentracién de Coliformes totales,
fecales y Escherichia coli en agua de mar de la Playa de Salaverry, Trujillo-Peru”, cuyo
proposito fue describir la cuantificacion de coliformes totales, fecales y Escherichia coli

en la playa de Salaverry.

Los resultados obtenidos en la prueba seroldgica para la identificacion de los serotipos
Ay B para Escherichia coli enteropatégena, dieron positivo en un mayor porcentaje.
Asimismo, se compar6 los resultados presentados en la tesis de Benvenutto, V.
(2017), titulada “Determinacion de Escherichia coli enteropatogena (ECEP) en agua
de mar del circuito de playas de la Costa Verde-Peru”, que también identifico la
presencia de Escherichia coli enteropatdgena (serotipos A y B) mediante la misma

prueba serolégica por medio de la aglutinacion.

En la tabla N° 26 turno mafana y la tabla N° 27 turno tarde se evidencian los
resultados obtenidos para la prueba de identificacion serolégica, de los cuales para el
turno de la mafiana las muestras 10 m n°1, 10 m n°2, 20 m n°® 3 y 20 m n°4 dieron
positivo para serotipo A; y las muestras 10 m n°1 y 10 m n°2 dieron positivo para
serotipo B. Mientras que para el turno tarde las muestras 5 mn° 2, 10mn° 1y 10m
n° 2 dieron positivo para serotipo A;ylas muestras5mn®2,10mn°1ly 10mn° 2

dieron positivo para serotipo B.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

1. Se logro cuantificar Escherichia coli de manera exitosa mediante la técnica de
diluciones en tubo multiple (ndmero mas probable). Los resultados obtenidos
para coliformes totales fueron: 730 UFC/ml hasta 1100 UFC/ml segun se puede
observar en la Tabla N° 18 y para coliformes fecales tiene una escala desde
360 UFC/ml, 730 UFC/ml y 1100 UFC/ml segun se puede observar en la Tabla
N° 19; evidenciandose presencia de Escherichia coli fuera del rango permitido

y que afecta de forma directa a la salud de todos los bafiistas.

2. Se obtuvo resultados positivos (88.9%) de aislamiento de Escherichia coli en
medio de cultivo diferencial (agar EMB), presente en las muestras de agua de

mar de la playa Agua Dulce del distrito de Chorrillos.

3. Se confirma que Escherichia coli ha logrado ser aislada en medio de cultivo

selectivo (Agar EMB) mediante pruebas bioquimicas.
4. Los resultados de confirmaciéon de la presencia de Escherichia coli en las

muestras analizadas de los turnos mafiana y tarde en la playa Agua Dulce del

distrito de Chorrillos fueron positivos en las pruebas serologicas.
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5.2. Recomendaciones

1. Se recomienda realizar estudios complementarios en el estudio de bacterias Gram
+y continuar con la presente investigacion, al evidenciarse en los resultados obtenidos
de la prueba bioquimica presencia de otros microorganismos como Salmonella spp. y

Enterobacter spp.

2. Se deben efectuar estudios, como el que se realiz6 en la presente investigacion, a
las demas playas aledafias al sitio de estudio o a las playas de mas concurrencia; ya
gue podrian ser un foco infeccioso para la poblacion.
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Anexo 01. Matriz de consistencia.

ANEXOS

TITULO: Niveles de Escherichia coli enteropatégena (EPEC) en el agua de Mar de la playa Agua Dulce del distrito de Chorrillos,

PROBLEMAS OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLE DIMENSIONES INDICADORES METODOLOGIA
GENERAL: GENERAL: GENERAL:
¢ Existiran niveles de | Determinar los niveles de | Existen niveles de Tipo y disefio de investigacion:
Escherichia coli | Escherichia coli | Escherichia coli Descriptivo.
enteropatégena (EPEC) en | enteropatégena (EPEC) en | enteropatégena (EPEC) en Cuasi experimental.
agua de mar de la playa Agua | agua de mar de la playa | agua de mar de la playa V1
Dulce del distrito de Chorrillos? | Agua Dulce del distrito de | Agua Dulce del distrito de ' Color Poblacion y muestra: Agua de mar de la
Chorrillos. Chorrillos. Olor playa Agua Dulce del distrito de
] Organolépticas Temperatura Chorrillos.
ESPECIFICOS. ESPECIFICOS: ESPECIFICOS: Fisicas. ' Las muestras fueron:
1. ¢Existiran niveles de | 1. Cuantificar mediante | 1. Existen niveles Agua de mar de la Vlolumeln
- . ; . . . ) playa Agua Dulce Distancia ® 250 ml agua de mar a 5 metros.
Escherichia coli en medios de | medios de cultivo selectivo | incrementados de del distrito de © 250 ml a0ua de mar 10 metros
cultivo selectivo (Caldo verde | (Caldo verde brillante y | Escherichia coli en medios Chorrillos 9 )
brillante y caldo E. coli) enlas | caldo E. coli) los niveles de | de cultivo selectivo (Caldo ® 250 ml agua de mar 20 metros.
muestras de agua de marde la | E. coli en las muestras de | verde brillante y caldo E. Técnicas:
playa Agua dulce del distrito de | agua de mar de la playa | coli) en las muestras de 1. Pruebas organolépticas y fisicas.
Chorrillos? Agua Dulce del distrito de | agua de mar de la playa 2. Tecnica de tincion Gram
Chorrillos. Agua dulce del distrito de 3. Técnica de diluciones en tubo
Chorrillos. multiple (nimero mas probable o
2. ¢Existird presencia de | 2. Aislar  Escherichia coli NMP).
Escherichia coli en agua de | en agua de mar de la playa | 2. Existe presencia 4. Prueba de siembra y Aislamiento.
mar de la playa Agua Dulce del | Agua Dulce del distrito de | Escherichia coli en agua de 5. Prueba bioquimica.
distrito de Chorrillos en medio | Chorrillos en medio de | mar de la playa Agua Dulce 6. Prueba serolégica.
de cultivo selectivo diferencial | cultivo selectivo diferencial | del distrito de Chorrillos en Instrumentos:
(Agar EMB)? (Agar EMB). medio de cultivo selectivo V- '
diferencial (Agar EMB). Presencia. _ o
3. ¢Existird presencia de | 3. Identificar mediante Ausencia ® Ficha de anlisis del agua de mar
Escherichia coli mediante | pruebas bioquimicas | 3. Existe presencia de Aislamiento e ' de la playa Agua Dulce des distrito
pruebas bioquimicas aislada | Escherichia coli aislada de | Escherichia coli aislada de | . .\ identificacion de Chorrillos- Lima.
de medios de cultivo selectivo | medios de cultivo selectivo | medios de cultivo selectivo Escherichia coll ufe/mL
(Agar EMB)? (Agar EMB). (Agar EMB) mediante .
o Enteropatégena e
pruebas bioquimicas (EPEC) Cuantlflcamon
4. ¢Existira presencia de | 4. Determinar la presencia Bacteriana
Escherichia coli | de Escherichia coli | 4. Existe presencia de o
. . . - Aglutinacion (+)
enteropatdgena (EPEC) | enteropatégena  (EPEC) | Escherichia coli
medizilnFe pruebas medizim.te pruebas enterppatégena (EPEC). Serologia Aglutinacién (-)
serologicas? seroldgicas. mediante pruebas

serolégicas
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Anexo N° 2 Imagenes

Imagen N° 1: Lugar de la toma de muestra - Playa Agua Dulce, Chorrillos
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Imagen N° 4: Conservacion de las muestras con geles refrigerantes.

Imagen N° 5: Transporte de las muestras al laboratorio para su analisis.

Las muestras estuvieron
en el rango de 2°C a 8°C

é durante su traslado al
laboratorio.
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Imagen N° 6: Muestras con tincién Gram.

Imagen N° 7, 8, 9 y 10: Resultados de la tincion Gram observados al microscopio.
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Imagen N° 11: Incubacion de la muestra en caldo lauril sulfato - Turno mafana.
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Imagen N° 13: Resultados en caldo lauril triptosa.

Ver resultados de acuerdo a la Tabla N° 11
y Tabla N° 12.

Imagen N° 14 y 15: Resultados en caldo verde brillante bilis 2%.

Produccién
de gas

Ver resultados de acuerdo a la Tabla N° 13.
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Ver resultados de acuerdo a la Tabla N° 14.

Imagen N° 16: Resultados en caldo E. coli.

Producciéon
de gas

Produccién
de gas

Ver resultados de acuerdo a la Tabla N° 15
y N° 16.
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Imagen N° 17 y 18: Resultados en agar EMB.

Muestra positiva de m
y del turno (Color
negro verdoso con
brillo metalico).

Ver resultados de acuerdo a la Tabla N° 20.

Muestra positiva de 20
m del turno tarde
(Color negro verdoso
con brillo metalico).

Bl /' —

Ver resultados de acuerdo a la Tabla N° 21.
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Imagen N° 19: Resultados de la prueba bioquimica — Citrato.

Imagen N° 20: Resultados de la prueba bioquimica — Indol.

Imagen N° 21: Resultados de la prueba bioquimica — Agar Lisina.
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Imagen N° 22: Resultados de la prueba bioquimica — Motilidad.

Aglutinacion
para Serotipo A.

Aglutinacion
para Serotipo B.
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Imagen N°25: Etiqueta de identificacion de Muestra.

Etiqueta de Identificacién de Muestra

for PERU Ministerio Direccién General
de Salud de Salud Ambiental

Punto de Muestreo

Hora de Muestreo

Fecha de Muestreo

Nombre del Muestreador
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Anexo 03: Ficha de recoleccion de datos.

Ficha de analisis del Aqua de Mar de la Playa “Agua Dulce”

1. Analisis organoléptico / Prueba fisica

Analisis Organoléptico / Prueba fisica

Temperatura Hora de
Muestras a: Aspecto Olor °C) tomade
muestra
5 metros
10 metros
20 metros

2. Andlisis microscépico
Tincién Gram

Turno: Mafiana
Muestras | Placa N° 1 Placa N° 2 Placa N° 3 Placa N° 4
a:
5 metros
10
metros

20metros
Leyenda: (+) Gram positivo (-) Gram negativo N.A. Ninguno de los anteriores

Turno: Tarde
Muestras | Placa N° 1 Placa N° 2 Placa N° 3 Placa N° 4
a:
5 metros
10 metros

20metros
Leyenda: (+) Gram positivo (-) Gram negativo N.A. Ninguno de los anteriores

3. Prueba microbiolégica

a) Medio de cultivo (caldo lauril sulfato)
Turno: Manana

Muestras a: Tubo N°1 Tubo N° 2 Tubo N° 3

5 metros

10 metros

20 metros

Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo
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Turno: Tarde

Muestras a:

Tubo N°1

Tubo N° 2

Tubo N° 3

5 metros

10 metros

20 metros

Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo

b) Determinacion del nimero mas probable (NMP) de coliformes totales con

caldo verde brillante bilis 2%.

Turno: Mafana

Muestras a:

Tubo N°1

Tubo N° 2

Tubo N° 3

5 metros

10 metros

20 metros

Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo

Turno: Tarde

Muestras a:

Tubo N°1

Tubo N° 2

Tubo N° 3

5 metros

10 metros

20 metros

Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo

c) Determinacion del nimero mas probable (NMP) de coliformes fecales con

caldo E. coli
Turno: Mafana

Muestras a:

N° Coliformes Fecales NMP/100ml

Tubo N°1

Tubo N° 2

Tubo N° 3

5 metros

10 metros

20 metros

Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo

Turno: Tarde

) N° Coliformes Fecales NMP/100ml
Muestras a:
Tubo N°1 Tubo N° 2 Tubo N° 3
5 metros
10 metros
20 metros

Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo

d) Prueba confirmativa de Escherichia coli en agar EMB
Turno: Mafana
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Muestras a:

5 metros

Tubo N°1

Tubo N° 2

Tubo N° 3

10 metros

20 metros

Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo

Turno: Tarde

Muestras a:

5 metros

Tubo N°1

Tubo N° 2

10 metros

Tubo N° 3

20 metros

Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo

4. Pruebas confirmativas

a) Prueba bioguimica
Turno: Mafana

Muestras a:

Citrato

5 metros

Tubo N°1

Tubo N° 2

10 metros

Tubo N° 3

20 metros

Muestras a:

Indol

5 metros

Tubo N°1

Tubo N° 2

10 metros

Tubo N° 3

20 metros

Muestras a:

Agar Lisina

5 metros

Tubo N°1

Tubo N° 2

10 metros

Tubo N° 3

20 metros

Muestras a:

Motilidad

Tubo N°1

5 metros

Tubo N° 2

Tubo N° 3

10 metros

20 metros

Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo
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Turno: Tarde

Citrato

Muestras a:

Tubo N°1

Tubo N° 2

Tubo N° 3

5 metros

10 metros

20 metros

Indol

Muestras a:

Tubo N°1

Tubo N° 2

Tubo N° 3

5 metros

10 metros

20 metros

Agar Lis

ina

Muestras a:

Tubo N°1

Tubo N° 2

Tubo N° 3

5 metros

10 metros

20 metros

Motilidad

Muestras a:

Tubo N°1

Tubo N° 2

Tubo N° 3

5 metros

10 metros

20 metros

Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo

b) Prueba seroldgica

Turno: Mafana

Muestra a:

Serotipos

Serotipos A

Serotipos B

5 metros

10 metros

20 metros

Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo

Turno: Tarde

Serotipos

Muestra a:

Serotipos A

Serotipos B

5 metros

10 metros

20 metros

Leyenda: (+) Positivo (-) Negativo
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Anexo 04, 05y 06: Ficha de validacion del instrumento.

‘. - Universidad
b Inca Garcilaso de la Vega

Nuevos Tiempos. Nuevas Ideas
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

VALIDACION DEL INSTRUMENTO

1. DATOS GENERALES { i
1.1 Apellidos y nombres del experto: al’”” 2””1 @T“” Q JLTCEJO

1.2 Cargo e institucion donde labora: Z/?W"T"'Obd:‘?&({;mﬂ lase ok ja_Vesa.
1.3 Grado académico: ....f. Qéﬂ?ﬂ.‘:‘.’ .............. registro colegio profesional: o o
1.4 Nombre del instrumento y motivo de evaluacion: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
1.5 Autores del instrumento: LOPEZ MENDOZA FABICLA IRENE
MIRANDA CASTILLO FANCY LISSETH
1.6 Instrucciones: Luego de analizar el instrumento y cotejar la investigacidn con la matriz de
consistencia de la presente, le solicitamos que, en base a su criterio y experiencia
profesional, valide dicho instrumento para su aplicacién.

| 1.-Muypoco | 2.-Poco 3.- Regular | 4-Aceptable | 5.- Muy aceptable |
! PUNTUACION
INDICADORES | CRITENOS 1]2]3 4 5
1.- Claridad El instrumento esta formulado con un Ienguaje aprdpiado. w0
| 2.-Objetividad | Elinstrumento evidencia recojo de datos observables. X
3.- Actualidad El instrumento se adecua a las criterios cientificos y v
tecnoldgicos. i [
_ 4.-Organizacion El instrumento tiene una organizacian ldgica. { x
| 85.- Suﬁcienfé—“_ Son suficientes en cantidad y calidad los elementos que : 3
conforman el instrumento. ' *
6.- Intencionalidad | Es adecuado para relacionar la variable en mencion. (x|
7.- Consistencla Se basa en aspéctos tedricos cientificos de la farmacéutica .
como de la bioguimica. X
8.- Coherencia | Existe coherencia y relacion de los items, indicadores, las %
_dimensiones y la variable.
' .- Metodologia La estrategia responde al proposito de |a problemética de la
A investigacion sk
10.- Pertinencia El instrumento muestra la relacion entre los componé'ﬁte's de
é la investigacion v su adecuacién al método cientifico. X
Total parcial : 50
Total a0
2 OPINIOI}I DE APLICABILIDAD:
labide apkear

Puntuacién:

1 11-20 | No vélido, reformular

3140 | Valido, mejorar

21-30 | No valido, medificar

41-50  Valido, aplicar
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Universidad
Inca Garcilaso de la Vega

Nuevos Tiempos. Nuevas Ideas

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA
VALIDACION DEL INSTRUMENTO

1. DATOS GENERALES
1.1 Apellidos y nombres del experto: ...
1.2 Cargo e institucion donde labora: .-
1.3 Grado académico: ..{!;.»«",g.’é‘xf?.-./. ................. registro colegio profesional: . £L.4.7.7 | 0629¢
1.4 Nombre del instrumento y motivo de evaluacion: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
1.5 Autores del instrumento: LOPEZ MENDOZA FABIOLA IRENE
MIRANDA CASTILLO FANCY LISSETH
1.6 Instrucciones: Luego de analizar el instrumento y cotejar la investigacion cen la matriz de
consistencia de la presente, le solicitamos que, en base a su criterio y experiencia
profesional, valide dicho instrumento para su aplicacion.

[ 1.- Muy poco | 2.- Poco | 3.- Regular | 4.- Aceptable | 5.- Muy aceptable |
i ' PUNTUACION
INDICADORES ; CRITERIOS 11213 al 5
1.- Claridad El instrumento esta formulado con un tenguaje apropiado. | =
| 2.- ghjetlvidad Fl instrumento evidencia recoji; de datos observables. [
3.~ Actualidad El instrumento se adecua a los criterios cientificos y e
tecnoldgicos. { |
| 4.-0rganizagi6n El instrumento tiene una organizacidn logica. Fe
5.- Suficiente Son suficientes en cantidad y calidad los elementos que ’ oy ;
cconfarman el instrumento.
. 6.~ Intencicnalidad = Es adecuado para relacionar |3 variable en mencién. %
7.- Consistencia Se basa en aspectos Ledricos cientificos de la farmacéutica s
L coma de la bioguimica.
&.- Coherencia Existe coherencia y relacion de los items, indicadores, las ' g
| dimensiones y la variable.
9.- Metodologia La estrategia responde al propésito de 12 problematica de Ia <
_investigacion =
10.- Pertinencia El instrumenta mucstra la relacién entre los componentes de
la investigacion y su adecuacién al método cientifico. o
. Total parcial ! § |45
i Total | l %3

Puntuacidn:
P | 11-20 | No valido. reformular
A 21-30 | No valido, modificar
S 31-40 ' Valido, mejorar
- 41-60  Valido, aplicar

7 —ne
Firma del Experto

OSCAR A MUGURUZA LOPEZ
QUIMICO FARMACEUTICO
/4 C.QFP 08268
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=1 Universidad
Wt Inca Garcilaso de la Vega

; Nuevos Tiempos. Nuevas ldeas

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

VALIDACION DEL INSTRUMENTO

1. DATOS GENERALES " ‘
1.1 Apellidos y nombres del experto: ARP‘NV "’EEN . *ﬁELAUNDE,LU} SA'NTO Nt
1.2 Cargo e institucion donde labora: .. DC CENTE - FAC-DE C5 15y Bi0a.. V)6l
1.3 Grado académico: DO.CENTE ... .. registro colegio profesional: <.G. FF 0 6901
1.4 Nombre del instrumento y motivo de evaluacion: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
1.5 Autores del instrumento: LOPEZ MENDOZA FABIOLA IRENE
MIRANDA CASTILLO FANCY LISSETH

1.6 Instrucciones: Luego de analizar el instrumento y cotejar la investigacion con la matriz de

consistencia de |a presente, le solicitamos que. en base a su criterio y experiencia

profesional, valide dicho instrumento para su aplicacion.

| 1.-Muypoco | 2.-Poco | 3.- Regular | 4-Aceptable | 5.- Muy aceptable |
PUNTUACION |
INDICADORES CRITERIOS 1 ! 2[3[4 5
1.- Claridad El instrumento esta formulado con un lenguaje apropiado. X i
2.~ Objetividad El instrumento evidencia recojo de datos observabies. b’
3.- Actualidad El instrumenta se adecua a los criterios cientificos y
i tecnologicos. . X
_ 4,-Organizacién | Elinstrumento tiene una organizacién légica. b
5.- Suficiente Son suficientes en cantidad y calidad los elementos que
conforman el instrumento. i X
| 6.~ Intencionalidad | Es adecuado para refacionar la variable en mencién. X—
7.- Consistencia Se basa en aspectos Leéricos cientificos de la farmacéutica P
como de |a bioguimica. X
8.- Coherencia Existe coherencia y relacién de los items, indicadores, las
g dimensiones v |a variable. X
| 9.- Metodologia | La estrategia responde al propdsito de la groblematica de la
) investigacion X
. 10.- Pertinencia | Elinstrumento muestra la relacién entre los compdhentés de |
ks la investigacion y su adecuacidn al método cientffico. X
Total parcial i g[40
Total " ye

3. OPINIQN DE APLICABILIDAD:
VALIDG APLICAR

Puntuacion:

" 11-20 | No valido, reformular

, [ 21-30  No vélido, modificar |
/ P 31-40 | Valido, mejorar

41-50 | valido, aplicar
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Anexo 07
Certificado de analisis de la cepa Escherichia coli ATCC 8739

Q Mscrob:oiogzcs

mﬂons Expm'mon Date 201830
i Release information:
Humber: Quality Control Technologlst: Jennifer Holub

Lot Number: 483-572 -+ ' | Release Date: 2018/8/4
Reference Number; ATCO® 8739™

Purity: > 99.9% of Tota! Pellet CFU

Recoveyy: > 1000 CFUs per Peliet

Passage from Refarence:3
e

Performance

Hacroscopic Faaturas: Medium

Madium to large, gray, muceid, convex. SBAP

Microscopic Features: Method:
Gram negative straight rod. Gram Stain (1)

1 System: MALDI-TOF

Other Features/ Challenges: Resulis
{1) Oxidase (Kovacs); negative
Beta-giucuronidase (€. coli Broth wMUG): positive

Sse attached 10 System results document.

""_"""‘ZD

Vil

i\‘/

.

Brad Goskewicz, Prasident
AUTHORIZED SIGNATURE

Distiaimer: The izst digite) of e ot syanber Sppessng on e packaty; wip i marsly 7 Rskaging et numaer, THe 100 027081 depryed oF 1hi OMRS 5 S ackat hass Jot mamnst
Note for Wilwk®: Although the Viteke: USES many
fiem resRts obtan g,m

tesls, The UNKUE &R

of the card, sombined with the shoit incutition period, may produce results that difter

1, Refer to the enclosed product insert for

use and
E ) oa o e ool
“ The ATCC Lmed Desvalive Grrblem, the AT0C Liansed Oetivalive anrd mats ared e ATCC catsiog manks are iadevaans of ATCS
AT Uewresed A, 55 5 s e 0 T 1 <k A 10 T b G T 1 AR Y £
3 Casivtn )

{17 Theee losis ore accmdited w IGGHED 170252005

TESTING CERT =25655,01

© 2012 Microbiologics, inc. Al Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cioud, MN 56303 Page 1 of 1 00C.285
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Anexo 08

Certificado de analisis del caldo lauril triptosa

" . ®
Liofilchem
Certificate of Analysis Page 1ot 1
Product Batch Exgicatian dale
Lauryl Tryptose Broth 082696501 2M20.03.24
Ref. 616085 — 620085 — 6100855
__Physical qualitly control Specificalion Results
txpected pH-value (25°C}) 6.8 02 a8
Appearance of powder Free-flowing, homageneous Confonims
Colour of powider Beésige: Conforms
Clear 1o very slightly opalescent Conforms

Appearance of prepared medium
Colour of prepared medium

Ligllt arnber

Conlortns

Micru_&.tiolgsical Performance

Tesled according to CLSI M22-A3, EN 150 11133

Growth periormance testing with Ecolt and Efaecalis are carried out both at 30°C and 37°C

Produclivity, Method of control: Qualitative
Ineculuin: 2100 CFU

Confrol strains " incubation Spé.éiﬁcalion Resulls
Eschiorichia cob 2012hupto43+2h Grewth, good turbidily, gas in Durham tube Conforms
WM o2 30+ 1°C
24+2puptoasr2h Growth, geod turbidity, gas in Ducham (ube Conforms
372 T1°C
Citrobacter freundi Z+lhuptodsi2h Growth, good turbidity, gas in Durmam tube Cohiorms
WDLTR 0006 3 2717C
Selectivity, Method of contral: Qualitative
Inoculum: >3 CFU__
Conirol sirains . Incubafian Spediffcation Results
fnteraococcus faecalis 4 1lheplodssih inhibition Confonmns
WD Ca1 90008 T
AM12huptodB=2h Inhibition Conforms
37+ 1°C
Batch Release
Approved
Date 05.09.2015 Signature Quality Control

‘ihe results reported were abtained at the tme of refeass,

[ Vilaglianio}

Danio Volngiane

GlLiofHchem® <.rf Via Scozia - Zona Industrizle 64026, Roscio degh Abruzz (10) Haly - | 139 0958930745 - Fax 124 0858930330
R

CoA Ref. 696085 — 620025 — 6100335 Rav, 6 of 12122014
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Anexo 09

Certificado de analisis del caldo verde brillante bilis 2%

Liofilchem®
Certificate of Analysis

Page 1o 1
Product Batch Expiration date
Brilliant Grecn Bile Broth 2% 12610505 2020.407.26
Rel, 610030 - 620010 - G1GOINS
Physical quality cantrol . Spedfication Results
Expected pHevalue {25°C) 7202 7.3
Appearance ot powder Free-flowing, homogencous Conforms

Colour of powder
Appearance of prepared mediom
Colour of prepared medium

Green-beige
Cleay

Greod

Conlorms
Conloens

Conlorins

Micrabialogical Performance

‘Tested according to CLSI M22-A3, EN 150 14133
Referenice media: Violet Red Bile Laclose: Agar

Productivity, Method of control: Qualilative
Inopatliorm: <90 CFU

The tesults reporled wore obtained at the time of release,

(D Vitagliaino}

_ Conleol sizains Incubation Specification I Resulls
Lscherichia coif 24-43 h Gond growth, visible twrbidity with gas production  Canforms
WHICM 00012 a0+ 17
Eschrrichia coli 2418k Goud growih, visible turhidity with gas production Condorras
WDTM G013 30 = 1°C
Citrobacter fretndii 24-48h Good growth, visible lurbidily with gas production  Confoans
WIDOM 0146 30=1°C
Sefectivity, Method of cotitrol: Quakifative
Soowu e =107 CEL L
Control strains Incubation Spedification Resulis
Enlerococets faecaflis 24-48 h Pastind to corplele inhibition, no gas production Confornis
WD (0009 30+ 72
Enterococcus facualis 24-40 & Partiaf to coinplete inhibition, no gas production Conforms
WM (X047 3V =x7°C
Batch Release
Approved .

Date 96.12.2014 Signature Quality Coxitrol

Bonio ilimiaue

©Linfilchem® s.ri. via Scozia - Zona tndustiiaie 6426, Roseto degli Abruzzi (10) ltaly - Tol +39 DBSBOI0THS - Fax 430 0258030330

CoA Rel, 620079 — 620070 — 6100105 Rew 5 of 06.10.2014
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Anexo 10

Certificado de analisis del caldo E. coli

S.r.L

Liofilchem

QUALITY CONTROL CERTIFICATE

CERTIRICATO CONTROLLO QUALITA

N°6 10063 - 520063

Revisione 3 def 09.10.2013
Pag. 1dil

PRODOTTO/ PRODUCT : B.C. BROTIL

LOYTO/ B490CH 113016501

DATA PRODUZIONE/PRODUCTION DATE - 30.11.2016

DATA SCADENZA / EXP. DATE : 2020.10,12

CARATTERISTICHE FISICHE / PHYSICAL CHARACTERISTICS

i Torreno / Medium

Asbelto? :‘ippeamn ce

Colore! Colour

Disidvatalo/Dehydraied Omogeneo/ Homaogeneaus beige ehiare Lighi beige
Pronto / Rewdy l.eguermente opalescente’  Skightiy opaiescent Ambra chiaro! Lighs amber
CARATTERISTICHE BIOLOGICHE / 8/1Q0LOGICAL CHARACTERISTICS

| Tempo di incubazione [ Jncubation time 18h-24h

Temperatura [ Temperaiure 37°C+2°€C

Modalitd di incubazione / Procedure of incubarion N O, CQs

Medium E.C. BROTH
Microorganism Theorical results Resuit of conformity
(rrowih ; Gus Growth Gias

Escherichia coli ATCC 25922 + i i
Kiebsiella preumonite ATCC 13583 TS
Pseudomonas aeruginosa  ATCC 27833 + % ! X
Staphylococens aureus ATCC 25923 £ -
Streplococeus faecalis ATCC 19433 + - i
Proteus mivahilis ATCC 25933 - = ‘
pHat25°C . 6902 | 68 |
{(+) = Crescita ! Growth (=) = hubizione ! Inhibivion (X) Inibizione parsiale:Partial inhibition

LOTTQ/BATCH : X Idoneo / Approved

DATA !/ DATE : 05122016

CINon Idoneo / Not approved

Responsabile Controllo Qualité

Ouedity Clontrol Manager
{D. Vitagtiano)

Dande ‘Jlto,y.a,..

Questo documento & di propriera della Liolichiem S.1 1. che se n riserva Ll 1 derdlli
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Anexo 11

Certificado de analisis del agar EMB

. . ®
Liofilchem
Certificate of Analysis Page 10f 1
Product Batch Expiration date
E.M.B. LEVINE AGAR 071117505 2021.06.20
Ref. 610019 - 620019*
Physical quality control Specification Results
Expected pH-value (25°C) 71+£02 7.0
Appearance of powder Fine, homogeneous, may contain dark red purple Conforms
particles
Colour of powder Reddish Conforms
Appearance of prepared medium Stightiy opalescent Conforms
Colour of prepared medium Green orange brown Conforms
Microbiological Perf: e
Tested according to CLSI M22-A3, 1SO 11133-1 and I1SO 11133-2
Reference media: Tryptic Soy Agar
Productivity, Method of control: Quantitative
Inocufum: 10-100 CFU/ml
Control strains Incubation Expected Specification Results
Results
Escherichia coli Aerobic, 18-24h Pr= 0.1 Good growth, blue-black colonies Conforms
ATCC® 25922 35+2°C with green metallic sheen
Salmonella typhimurium Aerobic, 18-24 h Pp= 01 Good growth, colourless to amber Conforms
ATCC® 14028 35+2°C
Shigella flexneri Aerobic, 18-24h Pr= 0.1 Good growth, colourless to amber Conforms
ATCC® 12022 35+2°C
Selectivity, Method of control: Qualitative
Inoculum: 10*-10° CFU/ml
Control strains Incubation Specification Results
Enterococcus faecalis Aerobic, 18-24 h Inhibition (partial) Conforms
ATCC® 29212 35+2°C
Batch Release
Approved
Date 17.07.2017 Signature Quality Control
(1D. Vitagliano)

The results reported were obtained at the lime of release.

©Liofilchem?® s.r.\. Via Scozia - Zona Industriale 64026, Roselo de

CoA Ref. 610019 - 620019 Rev. 7 of 10.02.2614

Danio Viloefiome

gli Abruzzi (TE) ltaly - Tel 439 0858930745 - Fax +39 0858930330
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Anexo 12
Certificado de analisis del cristal violeta

DIAGTEST®

Uso Exclusivo de Laboratorio

CERTIFICADO DE ANALISIS

I-  INFORMACION DEL PRODUCTO:

NOMBRE DE PRODUCTO 7 CRISTAL VIOLETA
FORMA DE PRESENTACION : 100 ML
LOTE N° ; Cv-0317
VENCIMIENTO s 30/12/2019
TIPO DE ENVASE: ; Frasco de Polietileno de aita densidad
NORMA TECNICA > NORMA TECNICA PROPIA

IL- ENSAYOS: ESPECIFICACTONES RESULTADOS
A) ORGANOLEPTICOS:
Apariencia iiguido conforme
Color azul caracieristico conforme
B) TINCIONAL:
Nicleos 100 a violeta conforme
Linfocitos citoplasma azal conforme
monocitos citoplasma azul grisaceo conforme
Bacterias gram positivas azul intenso conforme

liL- CONCLUSION: APROBADO

Lima, 06 de Absil del 2017
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Anexo 13
Certificado de analisis de lugol gram

DIAGTEST®

Uso Exclusivo de Laboratorio

CERTIFICADO DE ANALISIS

L- INFORMACION DEL PRODUCTO:

NOMBRE DE PRODUCTO : LUGOL GRAM
FORMA DE PRESENTACION : 100 ML
LOTE N* : LG-0617
VENCIMIENTO o 30412209
TIPG DE ENVASE: ‘ Frasco Marron de Polietiteno de alta densidad
NORMA TECNICA : NORMA TECNICA PROPIA

IE- ENSAYOS: ESPECIFICACIONES RESULTADOS
A) ORGANOLEPTICOS:
Apariencia Hauido conforme
Color &mbar conforme
Olor caracteristico conforme
B} APLICACION:
Mordiente bacterias conforme

HL- CONCLUSION: APROBADO

Lima 02 de Junio del 2017
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Anexo 14

Certificado de analisis del decolorante gram

DIAGTEST®

Uso Exclusiveo de Laboratorio

CERTIFICADO DE ANALISIS

INFORMACION DEL PRODUCTO:

NOMBRE DE PRODUCTO 3 DECOLORANTE GRAM
FORMA DE PRESENTACION ! 100 ML
LOTE N° 4 DE-0617
VENCIMIENTO : 30/12/2019
TIPO DE ENVASE: ; Frasco de Po?ietileno de alta densidad
NORMA TECNICA : NORMA TECNICA PROPIA

- ENSAYOS: ESPECIFICACIONES RESULTADOS
A) ORGANOLEPTICOS:
Aparicicia liquido conforme
Color mcolore conforme
Olor caracteristico conforme
B) TINCIONAL:
No aplica ' conforme

.-

CONCLUSION: APROBADO

Lima, 02 de Jumio det 2017
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Anexo 15

Certificado de analisis de la safranina

DIAGTEST"

Uso Exclusivo de Laboratorio

CERTIFICADO DE ANALISIS

INFORMACION DEL PRODUCTO:

NOMBRE DE PRODUCTO 3 SAFRANINA COLORANTE
FORMA DE PRESENTACION : 100 ML
LOTE N° : SC-0617
VENCIMIENTO 5 30/12/2019
TIPG DE ENVASE: : Fraseo de Pohetileno de alta densidad
NORMA TECNICA : NORMA TECNICA PROPIA

[l- ENSAYOS: ESPECIFICACIONES RESULTADOS
A) ORGANOLEPTICOS:
Apariencia liguido conforme
Cotor 10jo caracteristico conforme
Olor caracteristico conforme
B) APLICACION:
Bateria gram contraste conforme
Bacterias gram negativas ~ 10jo caracteristico conforme

IlI.- CONCLUSION: APROBADO

Lima, 02 de Jumo del 2017
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Anexo 16
Certificado de analisis del suero Escherichia coli clasica polivalente A

CERTIFICADO DE CALIDAD

PRODUCTQ: E. coli classica polivalente A
TITULO: 1:16

FECHA DE PRODUCCION [LOTE: FECHA DE ANALISIS
SOCLA012618
; VENCIMIENTO
‘ 264072019 29/01/18

26/01/18

.. . CEPASDE CONTROL .

E. coli 026:H- T
D00-82 HSP / 7-81 HSP

E. coli 355:H6

25-81 HSP/21-81 HSP

F. coli O111:H-

4-81 HSP/ 169-82 HSP

E. coli 0119

H6 42-81 HS)/ H- 300/13CIL

r

CARACTERISTICAS ASPECTO

MACROSCOPICAS

OBSERVACIONES / COMENTARIOS:

N = Normal

H = Homogéneo

++++ = Maxima Aglutinacién
i= Iomediata

Biomédico analista: Fecha: Enero / 2018
bl -

Claudere Sitvia Gola R
o -
IROSK

O MAR|
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Anexo 17

Certificado de analisis del suero Escherichia coli clasica polivalente B

I PROBAC DO BRASIL
e
CERTIFICADO DE CALIDAD
PRODUCTO: E. coli classica polivalente B
TirgLo: 1:1n
FECHA DE PRODUCCION [LOTE |  FECHA DE ANALISTS
SOCLBO12618 |
26/01/18 VENCIMIENTO 29/01/18
IO, . 26/07/2019 | s
CEPASDE CONTROL % LECTURA e
L, coli O114:H32 5 A/n!
D6W £ 8y Freey
E. coli O125:H2F I3
215.83 Fav @ i
. coli Ol42:H6 3
6016 CDC . 4 i 3y
&, coli 0158
\E 2020-72 4+
e —
CARACTERISTICAS ASPECTO
MACROSCOPICAS
~~~~~ H._.
OBSERVACIONES / COMENTARIOS:
N = Normal
H = Homogéneo
-+ = Mixima Agiatinacién
i= Inmediata
Biomédico analista: Fecha: Enero / 2018
Claudete Silvia Ciola REPRESENTACIONES HOSH HOSPTALATIAS
CRBM 3968 RAGHACO EFL.

MARIROS
~HTot ROGID HARD
gt?amnuawo LOFP. 196158
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Anexo 18
GUIA TECNICA

Procedimiento de Tomas de Muestras del Agua de Mar en Playas de Bafio y
Recreacion.

PERD Ministerio
de Salud

GUIA TECNICA
Procedimiento de Tomas de Muestras
del Agua de Mar en Playas de Bano

y Recreacion
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Guia Técnica
Procedimiento de Toma de Muesira del Agua de Mar en Playas de Baiio y Recreacion

Ministerio

de Salud

Guia Tecnica
“Procedimiento de Toma de Muestra del Agua de
Mar en Playas de Bano y Recreacion”

RM N° 553-2010/MINSA.

Direcciéon General de Salud Ambiental
Ministerio de Salud
Lima - Pery
2011
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Guia Técnica
Procedimiento de Toma de Muestra del Agua de Mar en Playas de Bafio y Recreacién

Catalogacion hecha por la Biblioteca Central del Ministerio de Salud

Guia Técnica “Procedimiento de Toma de Muestra del Agua de Mar en Playas de
Bafic y Recreacion” / Ministerio de Salud. Direccidn General de Salud Ambiental —
Lima: Ministerio de Salud; 2011.

15p.; ilus.

SALUD AMBIENTAL / MUESTRAS DE AGUA / AGUA DE MAR, andilisis / SANEAMIENTO
DE PLAYAS / INSPECCION SANITARIA / LEGISLACION SANITARIA / CONTROL DE
CALIDAD

Hecho el Depdésito Legal en la Biblioteca Nacional del Perd N° 2011-02557

Guia Técnica “Procedimiento de Toma de Muesira del Agua de Mar en Playas de Bafio y
Recreacion”

Haborado por: Direccion General de Salud Ambiental del Ministerio de Salud
© MINSA, Febrero 2011

Ministeric de Salud. Direccion General de Salud Ambiental
Las Amapolas N°350-Lince- Lima 14-Peru

Telef. : (51-1) 4428353

http:// www.digesa.minsa.gob.pe
hitp://webmaster@digesa.minsa.gob.pe

Ira. Edicidn, 2011
Tiraje: 1000 unidades

Imprenta: JB GRAFIC EIRL

Direccion: AV. IGNACIO MERINO 1681
Distrito:  LINCE

Teléfono: 4700108

Version digital disponible:
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MINISTERIO DE SALUD

Lima, 16, do.. . ToMO. ... dol.. 2010

Vists ot Expediente N* 10-018620.001, que contere bs Informes N* 00733
201VDEPA/DIGESA y N* 1876-2010DEPADIGESA, de la Direccidn General de Salud
Amdiental y el Informe N* S06-2010-OGAJ/MINSA, de la Oficina General de Asesoria Juridica
del Ministeno de Saiud,

CONSIDERANDO:
Que, -nm-)wuumzs'«uuywmn Ley del Ministeric de Salud,
que la D: de Salud Ambi 3 ol Srpano HCNICo NOMAtive en los
mmulmmm salud ccupacional, Nigene aimentaria, z0onosis
yp cel 3% on o teral b) que la referida Direccidn norma y

m«masmammus.w
Que, en ese mismo seatido, el articulo 48° del Regiamento do

Fi dol M de Salud, ap por Decreto S N'mm-sxmh
muDMWGWWGuummmmmm
relacionades

a saneamisnto bdsico, salud hglere z00M08IS ¥

Que, mediante o8 documentos-del visto, la Direccién General de Salud Ambiental
mmpuaw-pobwondprmoomuﬂcm *Procedimiento de Toma de Muestra
del Agua de Mar en Playas de Bafo y Recreacion”, cuya finalicad es estandarzar la técnica
para el procedimiento de 1oma de Muestra del agua de mar en las playas destinacas al bato v
E.CMTI revenon

o
Estando 3 ko propuesto por la Direccion General de Salud Amdiental,

Con el visado del Direcior General de @ Direccién General de Salud Ambental. del
Director General de ls Oficing General de Asesoria Juridica, y del Viceminisiro de Salud;

De conformidad con ko dispuesto el ltesal 1) cel articulo 8° de la Loy N® 27657, Ley del
Ministeric de Saiud;

No.953: 20I0]insA
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SE RESUELVE:

< Articulo 1°.- Aprobar la Guia Técnica Procedimiento de Toma de Muestra del Agua
- de Mar en Playas de Baflo y Recreacion que en documento adjunto forma parte integrante de
W Arc2 R ja presente Resolucion.

Articulo 3°.- Disponer que la Oficina General de Comunicaciones del Ministerio de
Saluu pubuque la pmeme Ruolwbn Ministerial en la direccion  elettronica
got spare | as,asp del Portal de Intemet del Ministerio de

E CR'JZ s.

OSCAR UGARTE
Ministro de Salud
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Presentacién

La presente guia ha sido disehada para dar las pautas fécnicas que deben
seguir los responsables de hacer una foma de muestra del agua de mar de las

playas, que son utilizadas para el bafo y recreacion.

En este documento se indica los materiales y equipos que deben emplearse en
el proceso de la foma de muestra y las condiciones de fransporte de la misma
para que llegue al laboratorio sin ninguna alteracion para su respectivo andlisis

microbiologico, donde se determina la densidad de coliformes fecales.

Con esta guia, preporcionamos una herramienta fécnica al personal de las
Direcciones de Salud de Lima y las Direcciones Regionales de Salud de la zona
costera del pais, para ser empleada en la Vigilancia de la Calidad Sanitaria de

las Playas del Litoral Peruano.

Edward Cruz Sdnchez
Director General
Direccién General de Salud Ambiental.
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Finalidad.

Estandarizar la técnica para el procedimiento de toma de muesira del agua de
mar en las playas destinadas al bafio y recreacion.

Obijetivo.

Estandarizar el procedimiento, Ias condiciones de fransporte, el
almacenamiento y materiales que se deben ufilizar para redlizar una
adecuada toma de muestra del agua de mar en las playas del litoral peruana,
gue son ulilizadas para el bafio y recreacion, las que se ulilizaran para
determinar su calidad microbioldgica.

Ambito de Aplicacién.

La presente Guia Técnica es de aplicacion obligatoria para la Direccion
General de Salud Ambiental, las Direcciones Regionales de Scalud, Direcciones
de Salud Ambiental o las que hagan sus veces y Direcciones de Salud de Lima,
que cuenfen con playas dedicadas al bafo y recreacion, donde se realiza la
vigilancia sanitaria de conformidad con la Norma Técnica aprobada. En el
caso de los clubes de playas deberan coordinar con la DIRESA/DISAS de su
jurisdiccion, para realizar su vigilancia sanitaria de acuerdo a la Norma Técnica.

Procedimiento a Estandarizar.

Procedimiento de foma de muestra de agua de mar en zona de mayor
afluencia de bafistas en playas dedicadas al bafio y recreacion en el litoral
peruano.

Consideraciones Generales.

1. Definiciones Operativas.

a. Cadena de Custodia: Formafc donde se registra la informacion
relacionada con la toma de muesira, como son: punfo de muesireo
georeferenciado, fecha y hora, nombre de la persona que la realizo.,
ubicaciéon  geogrdfica, como  son: localidad, distrito,  provincia,
departamento, region; pardmetros a analizar, la que serd entregada
al laboratorio para su posterior andlisis.

b. Caja Conservadora:Caja  térmica que permite  mantener o
temperatura de 4°C, para el fransporte de la muestra al laboratorio,
para su posterior andlisis.

c. Clubes de Playas: Son aquellas sedes de los club que cuenten con
playas en su respectivo local.
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2.

d.

Codificacién de Campo: Es la idenftificacién de la muestra, que puede
ser con nomeros o lefras, con la cual va ser reconocida pard su
posterior andilisis.

Coliformes Fecales: Bacferias que forman parte del total del grupo
coliformes, que son definidos comeo bacilos gran-negativos, no
esporulados que fermentan la lactosa con produccion de écido y gas
a 44,5 °C £ 0,2°C dentro de las 24 hrs. = 2 hrs. la mayor especie del
grupo de coliformes fecales (fermofolerantes) es la Escherichia coli.

Contracorriente: Este término se emplea cuando el personal que
muesirea se coloca en senfido contrario a la comiente del cuerpo de
agua, para realizar la toma de muestra.

Frasco para el Muesireo: Son botellas de vidrio borosilicato o de
plastico de boca ancha con tapa rosca, que resisten la esterilizacion
por autoclave a una femperatura de 121 °C por 15 minutos.

Gel Refrigerante: Fs una sustancia coloidal protegida en bolsas o
recipienfes pldsficos, que se congela y se coloca en la caja
conservadora de frio, ayudando o conservar la femperatura a 4°C.

Tubos Mdltiples de Fermentacién: Método de andlisis que se emplea
para la determinacion de los coliformes fecales, basado en pruebas
probabilidad, cuyos resultados se expresan en Numero mas Probable —
NMP/100 mL de muestra.

NUmero mds Probable: Es el cdlculo de la densidad probable de
bacterias coliformes basadas en la combinacién de resulfados
positivos y hegativos obtenidos en cada dilucion. La precision de cada
prueba depende del nimero de tubos ulilizados. Tres diluciones son
necesarias para la obtencion del codige del NMP. Las fablas de NMP
se basan en la hipotesis de una distribucion de Poisson (dispersion
aleatoria). La densidad bacteriana se obtiene o fravés de tablas en los
que se presenta el limite de confianza de 95% para cada valor
determinado y se expresa como NMP de coliformes/100 mL.

Conceptos Bdsicos.

a.

Toma de Mvesfra: Lo foma de muestra es el conjunfo de
procedimientos destinados a obtener una parfe represenfativa
cuanfitafivamente a parfir de un todo.

Zona de Bafo: Area del agua de mar donde se observa una mayor
afluencia o nimero de bafistas que se encuentran bafdndose.

Playas de Baiie y Recreacién: Son cquelas playas de arena o piedra,
donde hay faciidodes de acceso de ingreso de badistas, no
presentan descarga directa de agua residual y donde pueden
descansar y bafiarse sin ningun peligro los usuarios.

10
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3. Requerimientos Bdsicos.

a.

Recursos Humanos: Personal que este capacitado en foma de muestra

de agua de mar.

Materiales:

Caja Conservadora para el fransporfe de la muesira al laboraforio
donde se colocan los geles refrigerantes, que permitirdn mantener
la temperatura a 4°C.

Frascos de vidrio estéril de color fransparente, con fapa rosca de
boca ancha, con capacidad de 250 mL.

Termometro, se emplea para medir la femperafura del agua de
mar y del ambiente.

Efiqueta y plumén indeleble, para anotar los datos de idenfificacién
de la muesira.

Laboratorio de microbiclogia: Ambiente donde se procesan las
muesiras de agua de mar, para los andlisis correspondientes,
aplicando el método de Tubos Mulfiples de Fermentacion de
acuerdo al Standard Method for the Examinatfion of Wdater and
Wastewater, 21 th edition, 2005 parte 9221 E2, para la
deferminacion del nimero mas probable de coliformes fecales
[NMP/100 mL).

VI. Consideraciones Especificas.

1. Descripcién del Proceso o Procedimiento.

a. Las muestras se fomaran en los lugares donde haya mas afluencia de
bafistas (zona de bafio) de acuerdo alas siguientes consideraciones:

En playas donde el oleaje es tfranquilo, se debe tomar la muesira en
la zona donde la profundidad del agua llegue a 1 m
aproximadamente (cinfura del muestreador), la muesira debe
fomarse @ confracorriente del flujo entrante v o 30 cm
aproximadamente bajo la superficie del agua.

En playa con rompiente cercana a la orilla, pasar la rompiente a una
profundidad del agua de 1m. EH muestreador debe colocarse a
confracoriente del flujo entranfe y tomar la muestra de agua a 30
cm bajo la superficie del agua. Si la pendiente del fondo es
pronunciada fomar la muestra en la orilla, donde la profundidad del
agua esté enfre el tobillo vy la rodilla, llenar el frasco de muestreo
procurando que confenga un minimo de arena.
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VIl

b. Para realizar la respectiva toma de muestra se debe fener las siguientes
consideraciones:

s Aflojar levemente lo tapa del frasco y el papel de profeccion,
manejandolos como una unidad y evilando que se confamine la
fapa o el cuello del frasco.

¢ Infroducir el frasco con la boca hacia abajo hasta la profundidad de
30 cm de la superficie.

* llenar el frasco hasta que quede 1/3 del frasco del volumen libre y
fapar.

c. En la orlla de la playa se realiza las anotaciones en la cadena de
custodia, la codificacion de campo de la muestra y la hora.

d. Uenar los datfos en la efiqgueta del envase con fecha y hora del
muestreo, identificacion de la muestra e iniciales del muestreador. (ver
anexo 1)

e. Realizar la medicion de la femperatura del agua y del ambiente vy
registrar en la cadena de custodia.

f. Los frascos con las muestras son guardados en la caja conservadora,
para ser transportados al labaratorio, las muestras deben mantenerse a
4°C durante su transporte al laboratorio.

g. Las muesiras deberdan ser enviadas inmediatamente al laboratorio, el
fiempo de transporte no debe pasar las 6 horas desde la foma de
muesitra hasta su andlisis.

h. El laboratorio debe realizar el andlisis de coliformes fecales, por el
método de Tubos Mulfiples de Fermentacion de acuerdo al Standard
Method for the Examination of Water and Wastewater, 21 th edifion,
2005, parte 9221 E2

2. Diagrama o Flujograma del Proceso, ver el anexo 2.

Conclusiones y/o Recomendaciones.

Para realizar la deferminacion de la calidad microbioldgica del agua de mar
de una playa de bafio y recreacion, se debe fener el procedimiento
adecuado para redlizar la toma de muestra de agua de mar. cumpliendo la
metodologia estandar recomendada por instituciones infermacionales.

Por tal mofivo se recomienda que el personal que realice la toma de muestra,
deba ser capacitado previamente para cumplir adecuadamente el
procedimiento.

12
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ANEXO N° 1

Etiqueta de Identificacién de Muestra

tod PERU Ministerio Direccion General
% de Salud de Salud Ambiental

Punto de Muestreo

Hora de Muesireo

Fecha de Muesireo

Nombre del Muestreador

13
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ANEXO N° 2

Diagrama de Flujo del Proceso de Toma de Muestra de Agua de Mar

Playa
Zonc de Bafio

A

Muestra de
Agua de Mar

Codificacién Muestra

Transporte a 4°C

Entrega al Laboratorio

Andlisis de
Coliformes Fecales

Resultados
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Anexo 19

DS N°038/MINSA-DIGESA-V.02. DIRECTIVA SANITARIA QUE ESTABLECE EL
PROCEDIMIENTO PARA LA EVALUACION DE LA CALIDAD SANITARIA DE LAS
PLAYAS DEL LITORAL PERUANO.

Directiva Sanitaria N° 038/ MINSA-DIGESA-V.02.

Directiva Sanitaria que establece el Procedimiento para la Evaluacion de la Calidad Sanitaria de las Playas
del Litoral Peruano

DIRECTIVA SANITARIA N°038/MINSA-DIGESA-V.02. .,
DIRECTIVA SANITARIA QUE ESTABLECE EL PROCEDIMIENTO PARA LA EVALUACION DE LA CALIDAD
SANITARIA DE LAS PLAYAS DEL LITORAL PERUANO
FINALIDAD
Contribuir a prevenir y controlar los diferentes factores de riesgo de contaminacién que
se presenfan en las playas, que ponen en riesgo la salud de las personas que concurren
a ellas.

OBJETIVO

Establecer el procedimiento técnico para realizar la evaluacién de la calidad
sanitaria de las playas a nivel nacional.

AMBITO DE APLICACION

La presente Directiva Sanitaria es de aplicacién obligatoria por la autoridad de salud
del nivel nacional y regional, segun correspondda, en todas las playas que forman parte
del litoral peruano, administradas por la municipalidad o clubes de playa, destinadas
para el bafio y recreacion.

BASE LEGAL

1. Ley N°®26842 - Lley General de Salud.

2. Decrefo Legislativo N® 1161, Ley de Organizacion y Funciones del Ministerio de Salud.
3. LeyN°27314-Ley General de Residuos Sélidos.

4. Ley N® 29338 - Ley de Recursos Hidricos.

5. Ley N°® 27783 - Ley de Bases de la Descentralizacion.

6. Ley N® 27867 - Ley Orgdnica de Gobiernos Regionales.

7. Ley N° 27972 - ley Orgdanica de Municipalidades.

8. Decreto Supremo N° 023-2005-SA — Aprueban el Reglamento de Organizacién y
Funciones del Ministerio de Salud.

9. Decrefo Supremo N° 0002-2008 - MINAM - Estandcares Nacionales de Calidad
Ambiental para Aguas.

10. Decreto Supremo N° 023-2009-MINAM -  Aprueban disposiciones  para  la
implementacién de los Estdndares Nacionales de la Calidad Ambiental (ECA) para
Agua.

11. Decreto Supremo N°® 98-60-DGS — Reglamento para el Control Sanitario de

Playas y Establecimientos.

12. Resolucién Jefatural N°® 0291-2009-ANA  “Disposiciones para Implementar el
Otorgamiento de Avutorizacion de Vertimiento y Rehuso de Aguas Residuales
Industriales Tratadas”.
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V.

DISPOSICIONES GENERALES

5.1.

5.2,

5.3.

5.4,

5.5,

DEFINICIONES OPERATIVAS

Marea Roja: Es un fendmeno natural caracterizado por un aumenfo de la
concentfracion de ciertos organismos componentes del plancton. Bajo ciertas
condiciones ambientales se produce un aumento exagerado de organismos
fitoplancténicos (especialmente dinoflagelados), lo que se conoce como
florecimiento. floraciones algales o “Bloom", causando grandes cambios de
coloracion del agua debido a que poseen pigmentos con los que captfan la luz
del sol. Estos pigmentos pueden ser de color rojo, amarillo, verde, café o
combinaciones, siendo la mds frecuente la coloracion rojiza. De ahi que se
generalizd mundiaimente el término "Marea Roja™.

Muestreo: Actividad por la cual se foman muestras representativas del agua de
mar para verificar que su calidad microbiolégica cumpla con lo dispuesto en la
presente Directiva Sanitaria.

Residuos Sdlidos: Son aquellas sustancias, productos o subproductos en estado
solido o semisdlido, cuyo generador dispone o estd obligado a disponer en
determinadas condiciones, en virtud de los establecido en la normatividad
nacional o de los riesgos que causan a la salud y el ambiente.

Vigilancia Sanitaria: Actividad realizada por el personal autorizade de la Direccion
General de Salud Ambiental (DIGESA), Direcciones Regionales de Salud
(DIRESAS), Gerencias Regionales de Salud (GERESAS). Direccicones de Salud
(DISAS) o quien haga sus veces para verificarla calidad sanitaria de las playas.

La inspeccidén y la vigilancia de las playas estard a cargo del personal de
salud de las DISAS, DIRESAS y GERESAS o las que hagan sus veces en el dmbito
regional: capacitados en la toma de muestra e inspeccién sanitaria de las
playas.

En el caso de los clubes que cuentan con playas, los responsables de la
administracion de estos establecimientos deberédn coordinar con la DISAS,
DIRESAS o GERESAS o las que hagan de sus veces, para que el personal de
salud pueda ingresar a las sedes de los clubes a realizar la vigilancia de sus
playas; la cual consistird en hacer una inspeccion de la limpieza de las
playas, verificar la situacion de los servicios bdsicos presentes en ellas; y asi
mismo, tomardn las muestras del agua de mar, las cuales serdn enviadas
para su respectivo andlisis por los clubes a laboratorios acreditados por
INDECOPI. Los resultados serdn enviados a la autoridad sanitaria, para hacer la
cdlificacion sanitaria de la playa. En caso que no hubieran laboratorios
acreditados, las muestras serdn procesadas por el laboratorioc de muestras
ambientales de las DIRESAS.

La inspeccién tendrd una frecuencia semanal en la temporada de verano. la
cual va desde la primera semana del mes de diciembre y termina la segunda
semana del mes de abril y en forma quincenal los demds meses del afio. Esta
disposicién aplica tanto para las playas administradas por los gobiernos locales
como en el caso de los clubes de playa.

Para valorar los resultados de la inspeccidn sanitaria de las playas, se usard el
indice de Calidad Sanitaria de las Playas 1CSP, el mismo que se detalla en la
presente Directiva Sanitaria. El indice de Calidad Sanitaria de las Playas (ICSP) es
la valoracion objetiva de las condiciones sanitarias en que se encuentra una
playa, y que es ulilizada por la autoridad de salud para la calificacion
sanitaria de las mismas, en resguardo de la salud de los usuaros.
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VI.

5.6.

5.7.

5.8.

5.9.

El reporte de la vigilancia sanitaria de playas incluird los resultados de la
inspeccion y el cdlculo del indice de Calidad Sanitaria de las Playas CSP, el
cual deberd ser remitido a la Direccién General de Salud Ambiental,
siguiendo el cronograma establecido anualmente.

La Direccién General de Salud Ambiental en coordinacién con las DISAS,
DIRESAS, GERESAS, o quien haga sus veces, deben de frabajar en coordinacion
con los gobiernos locales brinddndoles asesoramiento técnico a fin de que
cumplan con la limpieza, la colocaciéon de los servicios bdsicos, como los
servicios higiénicos y recipientes para los residuos sélidos: y asi mismo la
realizaciéon de la inspeccion a los locales de expendio de alimentos ubicados
en la playa, para verficar el cumplimiento de los requerimientos sanitarios
vigentes.

La Aplicacion de la presente Directiva de Salud estard o cargo del
responsable de salud ambiental dentro de las DISAS, DIRESAS y GERESAS o
las que hagan de sus veces.

La coordinacién nacional de la vigilancia sanitaria de las playas a nivel
nacional, estard a cargo de la Direcciéon General de Salud Ambiental, siendo su
responsabilidad trabcjar en forma conjunta con las DISAS, DIRESAS y GERESAS
o quien haga sus veces, para la ejecucion de la vigilancia sanitaria, la
supervision del trabajo que vienen realizando respecto a la inspeccion y
cdlculo del indice de Calidad Sanitaria de Playas; asi mismo se encargard de la
elaboracién del boletin informativo de la calificacién sanitaria de las playas a
nivel nacional y su difusién a la poblacion.

La publicacion de los resultados de la vigilancia de la calidad sanitaria de las
playas, se hard cada viemes, en temporada de verano y en forma quincenal en
los demds meses del afio, a ftravés de la pdagina web de la Direccién
General de Salud Ambiental, www.digesa.minsa.gob.pe, para conocimiento de
la poblacidn;: asimismo. la informacion serd enviada a las DISAS, DIRESAS y
GERESAS o las que hagan sus veces en el dmbito nacional.

DISPOSICIONES ESPECIFICAS

6.1,

METODOLOGIA PARA EL CALCULO DEL iNDICE DE CALIDAD SANITARIA DE PLAYAS

Lla Calificacién Sanitaria de las Playas se realizard aplicando el indice de
Calidad Sanitaria de Playas (ICSP), el cual serd calculado ufilizando la tabla de
calificacion del Anexo 02 y teniendo en consideraciéon los critetfios que se
detallan:

6.1.1. El cdlculo del ICSP, se trabaja con 3 criterios de evaluaciéon tales como:
Calidad Microbiolégica, Calidad de Limpieza (Limpieza de playa vy
recipientes para residuos sélidos) y Presencia de Servicios Higiénicos.

6.1.2. Cada uno de los criterios de evaluacion adquirrd un puntaje que sumados
deben dar la unidad (1=100%). quedando distribuidos de priotidad de la
siguienfemanera:

da. Control de Calidad Microbiolégica 0,50

b. Control de Calidad de Limpieza 0,45

- Llimpieza de Playa 0,40

- Recipientes para Residuos Sdlidos 0,05

c. Control de Presencia de Servicios higiénicos __ 0,05
1.00
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. Determinacién de Control de Calidad Microbiolégica

La calificacion microbiolégica del agua de mar, queda establecida por la
variable densidad de coliformes termotolerantes, defterminada en la
muestra del agua de mar recolectada por el personal de la salud, en
cada inspeccion de la playa.

Esta cdlificacion se divide en 2 categotias: Buena y Mala; cada una de estas
categorias tiene un rango de valores de coliformes termotolerantes (NMP/100
ml), los cuales se han establecido de acuerdo a las recomendaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud y los Estédndares Nacionales de Calidad
Ambiental para agua, « los cuales se les ha asignado un puntaje a cada
categoria.

Los resultados del andlisis de coliformes fermotolerantes obtenidos de una
playa, deben compararse con el rango de valores de coliformes
termotolerantes, para determinar su categoria y puntaje.

Determinacién de Control de la Calidad Microbiolégica

Variable Rango de Valor | Puntgje | Calificacion Puntaje Mummo
por Yariable
Coliformes 0-200 0.50 Buena
Termotolerantes 0,50
(NMP/100 mL) > 200 0.00 Mala

H resultado clcanzado serfia el puntaje correspondiente al Control de la
Calidad Microbiclégica del agua de la playa, que se aplica en el cdlculo final
del ICSP.

. Determinacién de Control de Calidad de Limpieza

Este criterio de calificacion, se divide en 2 variables de evaluacién: limpieza de
la playa y la existencia de recipientes para el depdsito de residuos sélidos en la
playa. los que deben estar en buen estado. Cada una de estas variables tiene
un puntaje, el que sumado debe dar hasta 0,45

La varable Limpieza de Playa, se trabaja con 3 categoras de cdlificacion:
Buena, Regular y Mala. las que se determinan por la canfidad de residuos
solidos que se observan en la playa en el dia de la inspeccion.

Se considera la calificacion de Buena cuando la arena esta rastrillada, la cual
puede ser en forma manual o con maquinara, esta actividad es de
responsabilidad de los gobiernos locales o particulares, de ser el caso, asf
mismo ho debe observarse residuos sélidos en la supefficie tanto para las
playas de arena comeo las de piedras.

Para la cdlificaciéon de Regular, la expresién de residuos sélidos disperso, estd
referida a un mdximo de 15 unidades por 10 m2.

Para la calificacion de Mala, los residuos sélidos se encuentran por tfoda la
playa y estd referida a que superan las 15 unidades por 10 m2.

Los resultados de la inspeccion de la limpieza de una playa., deben
compararse con el rango de valores establecidos para cada categoria y su
respectivo puntaje.
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Determinacién de Confrol de la Calidad de Limpieza

Puntaje
Variable Rango de Valor Puntaje Calificacion M(;XC‘)TO
Variable
Ausencia de residuos 0.40 Buena
LimpiezadelaPlaya - SO|I’d.05.
(Residuos sélidos / Residuos solidos hasta 0.20 Regular 0,40
10m?) lals en 10m?2
Residuos sélidos mayor 0.00 Mala
de 15,en10m2
Disponibles y en buen 0.05 Presencia
Recipientes para estado.
. L - - - 0,05
Residuos Solidos No disponibles o en mal 0.00 Ausencia
estado.

Obtenido el puntaje de cada variable, se procederd a sumarlos, el resultado
alcanzado seria el puntaje correspondiente al criterio Control de la Calidad de
Limpieza, que se aplica en el cdlculo final del ICSP.

Determinacién de Control de Presencia de Servicios Higiénicos
Este criterio debe evcluarse en el momento de la inspeccidon y en cada
monitoreo que se readliza de acuverdo a la frecuencia de muestreo

establecida.

Se establece el siguiente puntaje para la verificacion del funcionamiento de
los servicios higieénicos, los cuales deben estar limpios y operativos:

Determinacién del Control de la Presencia de Servicios Higiénicos

Puntaje
Variable Rango de Valor Puntaje Calificacién Mdximo por
Variable
Disponibles, limpios y 0.05 Presencia
i - enfuncionamiento
Disponibilidad de
Servicios i . . 0,05
Higiénicos No disponibles o 0.00 Ausencia
estdn sucios o no
funcionan
c. E puntaje obtenido de la presencia o ausencia, se procederd a sumatos, el

resulfado alcanzado seria el puntaje correspondiente al criterio Control de la
Presencia de Servicios Higiénicos, que se aplica en el cdlculo final del ICSP

Cdlculo del indice de Calidad Sanitaria de Playas
Para la determinacion del ICSP, se suman los resultados obtenidos en cada

uno de los criterios: Calidad Microbiologica, Calidad de Limpieza y
Presencia de Servicios Higiénicos.
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VIl

6.2,

6.3.

6.4.

6.5,

6.6,

CALIFICACION SANITARIA DE LAS PLAYAS

a. Las playas obtienen la cadlificacion sanitaria de: Saludable y No Saludable,
de acuerdo alos puntajes obtenidos del ICSP

b. Las playas que presenten los siguientes valores de ICSP tendran la siguiente
Cadlificacion Sanitaria:

Calificacion Sanitaria Rango de valores de ICSP

Saludable 1

No Saludable <]

El personal de salud, deberd realizar el muestreo del agua de mar siguiendo lo
estipulado en la Guia Técnica "Procedimiento de Toma de Muestra del Agua de
Mar en Playas de Bafio y Recreacién, aprobada con R.M. N° 553- 2010/MINSA.

Cuando en la superficie del agua de mar se observen peliculas de grasa o
aceite, debe reportarse y proceder a la foma de muestra, a efectos de
determinar si estdn dentro de lo establecido por los estdndares de calidad
ambiental del agua y tomarlas medidas de prevencién para los veraneantes.

En el caso que se presente marea roja (cambio de color del mar), debe
tomarse una muestra para realizar los respectivos andlisis hidrobioldgicos, para
determinar la microalga causante de este fendmeno. Como parte preventiva
debe informarse a la poblacion que no debe banharse en esta playa, hasta
nuevo aviso de la autoridad sanitaria.

Las DISAS, DIRESAS y GERESAS o las que hagan sus veces, deberdn enviar a la
DIGESA a partir de la publicacién de la presente Directiva Sanitaria, el nombre,
direccidn electrénica y numero telefénico del responsable de la vigilancia
sanitaric de las playas de sus respectivas direcciones, a fin de asegurar la
continua coordinacion intersectorial.

RESPONSABLES

NIVELNACIONAL

El Ministerio de Salud, a través de la Direccion General de Salud Ambiental, es
responsable de la difusion de la presente Directiva Sanitaria hasta el nivel
regional; asi como de efectuar la supervision de las acciones desarrolladas por las
DISAS, DIRESAS y GERESAS en aplicacién de lo dispuesto. Asimismo, brindard la
asistencia técnica en el marco de la presente Directiva Sanitaria y recepcionard
los resultados obtenidos de la calificacion en cada monitoreo en cada regidn,
para la publicacion del boletin informativo de la calidad sanitaria de las playas
del litoral y su respectiva difusion al piblico en general.

NIVEL REGIONAL

Las Direcciones de 3Salud de Lima (DISAS), Direcciones Regionales de Salud
(DIRESAS) y las Gerencias Regionales de Salud (GERESAS), o las que hagan sus
veces, segln coresponda, serdn responsables de dar cumplimiento y aplicar lo
dispuesto en la presente Directiva Sanitaria, para el logro de los objetivos y finalidad
descritas, asi como de establecer las coordinaciones necesarias con las instancias
correspondientes del nivel local y de las administraciones de los clubes que cuenten
con playas.
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NIVEL LOCAL:

La intervencién de las redes, micro redes, cenfros y puesfos de salud, para la
aplicacién de lo dispuesto en la presente Directiva Sanitaria se realizard en
coordinacién con las Direcciones de Salud (DISAS), Direcciones Regionales de Salud
[DIRESAS) y Gerencias Regionales de Salud (GERESAS), o las que hagan sus veces.

Los responsables de los gobiernos locales, asi como los propietarios y
administradores de las playas pertenecientes a clubes privados que cuenten con
playas, son responsables de brindar las faciidades y colaboracidn necesaria
para el cumplimiento de lo dispuesto en la presente Directiva Sanifaria.

VIII. DISPOSICIONES FINALES

La presente Directiva Sanitara, debe ser implementada por las Direcciones de Salud
(DISAS), Direcciones Regionales de Salud (DIRESAS) y Gerencias Regionales de Salud
(GERESAS). o las que hagan sus veces, a partirde su aprobacion por parte del Ministerio
de Salud.

ANEXOS

Anexo 1: Ficha delnspeccion Tecnica de Playas

Anexo 2: Tabla para el cdlculo del indice de Calificacion Sanitaria de Playas (ICSP)

Anexo 3: Formato de Reporte del indice de Calidad Sanitaria de Playas.
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ANEXO 1
FICHA DE INSPECCION TECNICA DE PLAYAS

Departamento: Provincia:
Fecha: Semana:

L Punto de Hora de Temp. Temp. Limpieza de Recipiente/ .
Cadigo Muestfreo Muestreo Agua Amb Playa RS SSHH Cbservacion

B |[R [ M Sl NO | S NO

B[R [M Sl NO | Sl NO

B[R [M Sl NO | Sl NO

B R | M Sl NO | 8l NO

B R | M Sl NO | 8l NO

B[R |[M sl NO | Sl NO

B[R |[M sl NO | Sl NO

B |R [M Sl NO | Sl NO

B |R [M Sl NO | Sl NO

B |[R [M Sl NO | Sl NO

B |[R [M Sl NO | Sl NO

B |R [ M Sl NO | S NO

B[R |[M sl NO | Sl NO

Responsable

Firma
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ANEXO 2

TABLA PARA EL CALCULO DEL iNDICE DE CALIFICACION SANITARIA DE PLAYAS (ICSP)

Puntagje
Criterio Variable Rango de Valor | Puntaje | Calificacion Mdximo
por
ariable
0-200 0.50 Buena
a. Control de Coliformes 0,50
Calidad Termotolerantes >200 0.00 Mala
Microbiolégica (NMP/100 mL)
Ausencia de 0.40 Buena
residuossolidos.
Residuos sdlidos 0.20 Regular
Limpieza de la
P! hasta 1 a 15, en 0.40
Playa 10 m?2
b. Conirol de Residuos sdlidos 0.00 Mala
Calidad de mayorde 15,
Limpieza enl0m?
Disponibles y 0.05 Presencia
L enbuen
Recipientes para
- estado.
Depdsito de 0.05
Residuos Solidos . ’
No disponibles 0.00 Ausencia
oenmal
estado.
Disponibles, 0.05 Presencia
limpiosy en
c.Control de Disponibilidad de | funcionamiento
g’resgr.\cwo de Servicios 0.05
ervicios ; . .
iqgiéni Nodisponibles 0.00 Ausencia
Higiénicos Higiénicos ! P :
o estdn sucios o
no funcionan
9
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ANEXO 3

FORMATO DE REPORTE DEL iNDICE DE CALIDAD SANITARIA DE PLAYAS

Departamento:

Semana:

Calidad de limpieza

- Calidad Servicios
Coliformes
NI — o . c
Nombre de la Playa Termotolerantes Microbiolégica Umpleza de Recipientes | Higignicos | CALFICACION
NMP/100 MI Residuos SANITARIA
' playa Selidos
B M B R M Si No Si No
Responsable
Firma
10
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NIVELES DE ESCHERICHIA COLIENTEROPATOGENA
(EFEC) EN AGUA DE MAR DE LA PLAYA AGUA DULCE DEL
DISTRITO DE CHORRILLOS

INFORME CE ORIGINALIDAD

29. 28, 7. 134

INDICE DE SIMILITUD FUENTES DE PUBLICACIOMES TRABAJOSE DEL

INTERNET ESTUDIANTE

FUEENTEE PRIMARIAS

n cybertesis.unmsm.edu_pe 45’#
0

Fuenie de Internet

Submitted to Universidad Ricardo Palma 3%’
o

Trabajo del estudiante

o

repositorio.ucp.edu.pe 2
Fuente de Internet Yo

B

acceda.ulpgc es:8443 2%’
o

Fuente de Internet

=]

pm ri.ues.edu.sv 2
- Yo

Fuenie de Internet

dspace.unitru.edu.pe 2LF
0

Fuente de Internet

~ e

tesis. repo.sid.cu 2
Yo

Fuente de Internet

www _archive. org 1
%

Fuente de Internet



[©]

repositorio.uigv.edu.pe

Fuente de Intsrnet

www digesa.minsa.gob pe

Fuente de Inbernet

=
—l

alicia.concytec.gob pe

Fuente de Inbernet

'y
P

ISSUU.COMm

Fuente de Inbernet

Submitted to Universidad Cesar Vallejo
Trabaje del estudiante {1 D"'E'
Submitted to Universidad Santo Tomas
Trabaje del estudiante {:1 “a
15 repositorio.unprg.edu.pe {1 .
) Fuenie de Internet J"E'
www_24horaslibre.com
E Fuente de Internet {:1 %
Submitted to Universidad San Francisco de 1
. < 1%
Quito
Trabaje del estudiante
repositorio_utea. edu pe
E Fuenie de Internet {1 D"'IE'
M depafquim.unam.mx
19 Fuente de Internet {:1 %o

sedici.unlp.edu.ar



Fuente de Internet -::: 1 0,

] 'evistas.uladech.edu.pe -:::1 o

= Fuente de Internet

www _salud-publica.es -:-.:'1 o
Fuenie de Internet

dspace. ucuenca.edu.ec -:::1 o

) Fuenie de Internet

muestrasaguademar.blogspot.com -:-.:1 o
Fuenie de Internet

Py www itesca.edu.mx -:::1 o

' Fuente de Internet

T. Enriquez-Acevedo, Camilo M. Botero, R. :_-:'1 9%
Cantero-Rodelo, A. Pertuz, A. Suarez.
"Willingness to pay for Beach Ecosystem
Services: The case study of three Colombian
beaches” Ocean & Coastal Management, 2018
Publicacidn

repository.ucatolica.edu.co -::1 o
Fuenie de Internet

Submitted to Universidad Pontificia de -:.-:1 9%
Salamanca
Trabajo del estudiante

Py www losdeliriosdepandora.com -:::1 o

Fuente de Inbernet



8
=

tokland.googlecode.com

Fuente de Internet

*ﬂ%

repositorio.unap.edu.pe

31 FIJEE;:E de Infernet P P < 1 Yo
www2 . scielo.org.ve

Fuente de Intzrnet g < 1 Yo
repositorio.uncp.edu_pe

Fuente de Int=rnet :: 1 ﬂ""ﬂ'
dspace.unach edu.ec

Fuente de ntzrnet ::: 1 ﬂ-'f“
bibliotecavirtual unl.edu.ar

39 Fuente de Internet < 1 Yo

"Beach Management Tools - Concepts, {:-1 o
Methodologies and Case Studies”, Springer ’
MNature, 2018
Publicacion

wWww_curiosidario.es :__:1 0

' Fuenie de Internet Yo
WWW._INgenieros. es

38 Fuente de Internet ':: 1 %o

e 25060508201 E-tecnicasdeinvestigaciﬂn_blﬂgspﬂt_m@ 1

= Fuente de Int=rnet %
dspace.unapiquitos.edu.pe

ﬁ Fuente de ntzrnet l.:." 1 n"'llﬂ



' Submitted to Universidad Nacional del Centro

<l%
del Perd
Trabaja del estudiants
docplayer.es

Fuente de Internet { 1 n-f'llﬂ
Submitted to Universidad Wiener

Trabajo del estudiants {1 n-f"lﬂ
www diccionariosdigitales. net

Fuente de Internet { 1 D.r"'l:l
ruidera.uclm.es

49 Fuente de Intzrnet { 1 n.r"ll:l
bolivialegal.com

Fuente de Inl:gnm { 1 n.r"'n
tesis.ucsm.edu.pe

Fuente de Internet p { 1 n.r"lll:l
bibdigital .epn.edu.ec

48 Fuente dge Irll:ernE1I:l { 1 n.r"lﬂ

M repositorio.uap.edu.pe

49 Fuente de Intzrnet {: 1 n-f"lﬂ

™) repositorio.unam.edu.pe {1 .

- Fuente de Intzrnet -f'llﬂ

51 www usfx bo {1 %

Fuente de Internet



Submitted to CONACYT
Trabajo del estudiante < 1 Yo
N WWW.peru.com
23 Fuente dEInternm l:: 1 n—"llﬂ
www.scribd.com
Fuente de Inbernet :: 1 D—"II“
= www.veterinaria.or
Fuenie de Intzrnet g :: 1 Df'll“
= documents.mx
26 Fuente de Internet < 1 Yo
57 Gisela Garcia Morales, José Alfredo Arreola- _=:1 o
Lizarraga, Pedro Rosales Grano. "Integrated
Assessment of Recreational Quality and
Carrying Capacity of an Urban Beach" Coastal
Management, 2013
Publicacion
M es.scribd.com
Fuenie de Intzrnet :: 1 Df'll“
. Submitted to Universidad Inca Garcilaso de la
<1
Veqga
Trabajo del estudiante
Submitted to Universidad Andina del Cusco {1 o

Trabajo del estudiante

o™
—

José Cardona-Alvarez, Marlene Vargas-Viléria,



Joaquin Patarroyo-5alcedo. "Pythiosis cutanea

en equinos tratados con acetonida de

tnamcinoclona. Parte 1. Caractenzacion clinica”

Revista MVZ Coardoba, 2016

Publicacian

eposion asalle educo <%
s camecorg mx <%
m arthritisresearchuk_org '::1 %
Fuente de Intzrnet

s ggesasiape <%
B (SR nnedupe <%
i ocandocs org <T%
65 [N <%
Execlulr clizs Apagado Exclulr calncldenclas <= 20 words

Exclulr bibllografia Apagado



