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INTRODUCCION

| as bacterias son los microorganismos mas numerosos
de todas las especies vivientes, que frecuentemente se en-
cuentran en el agua, tanto superficial, atmosférica, como

subterranea.

En nuestro medio la contaminacion de las aguas princi
palmente las de uso potable, tienen una importancia directa -
desde el punto de vista sanitario, puesto que pueden ser ve-
hiculos transmisores de agentes patogenos, encontrandose -
dentro de ellos principalmente los bacilos entéricos Gram-ne
gativos, cuyas endotoxinas al ser liberadas de le membrana -
de la célula por lisis de |la bacteria, pueden causar patologia
en el hombre.

El objetivo primordial de este estudio se baso funda-
mentalment e en |la deteccion de endotoxinas de bacterias - -
Gram-negativas mediante el uso del método de diagnostico -
de lisado de los amebocitos del Limulo.

Este estudio se real izo durante los meses de Noviem-
bre 83 a Marzo de 1984, se tomaron muestras de aguade |a
Empresa Municipal de Aguas de la Ciudad de Guatemala (EM-
PAGUA) en nimero de 50, que luego se procesaron en los la-
boratorios de la Direccion General de Servicios de Salud, -
efectuandose primeramente un analisis bacteriologico comple
to, posteriormente se aplico el test de Limulus.



DEF INICION Y ANALISIS DEL PROBLEMA

Entre los elementos contaminantes del ambiente. que -
afectan sobre todo a las aguas superficiales, se encuentran
las distintas especies de bacterias.

En la mayoria de los casos, la introduccion de microor
ganismos patogenos en el agua, suele atribuirse a la contami-
nacion por heces humanas y de animales. En los Ultimos afios
también se ha sefialado a menudo |a presencia de bacterias re
sistentes a los agentes quimicos en la naturaleza; asi mismo,
es relativamente comin aislar bacterias portadoras de plasmi-
dos de resistencia en el tracto digestivo, en heces humanas vy

del ganado.

Sobre |la base de estos datos, el indice de contamina-
cion en el agua de consumo de una poblacion se convierte en
un parametro muy representativo para detectar el estado pre-
dominante de la distribucion de los microorganismos con poten
cial patbgeno para producir cambios en el organismo, manifes
t ados sobre todo por procesos diarreicos.

El conocimiento de la magnitud de estos problemas po-
dria utilizarse en proyectos tendientes a erradicar los cua-
dros gastroentéericos mediante un estudio programado.

La presente investigacion pretende establecer la efecti
vidad de otro metodo de diagnostico cuya especificidad se |imi
ta a la deteccion de endotoxinas de bacterias Gram-negativas.



Es una prueba sencilla, especifica, rapiday la mas
sensible que existe hasta ahora para |a deteccion de endotoxi
nas, que puede ser manejada por personal de laboratorio que
para ello no necesita mucha experiencia.

REVISION BIBLIOGRAFICA

El test de Limulus Amebocyte Lysate ha sido usado pa-
ra detectar ciertas cantidades de entotoxinas que producen -
las bacterias Gram-negativas. Este test es el metodo mas
sensitivo, valido para detectar endotoxinas.

El procedimiento es simple, especifico, rapido y bara
to, comparandolo con el test USP Rabbit para pirbgenos v -
ademas es 10 veces mas sensible que éste.

El método descrito en el boletin técnico de Difco Labo
ratories, es el basado en la formula clasica del gel en su -
punto de evaporacion completa, sin embargo, existen otros
procedimientos basadeos en la misma reaccion (detectar endo—
toxinas) tales como el uso de radioisotopos, espectometros o
sustratos cromogéenicos, pero ninguno especifico como el test
de Limulus. (5)

El test de Limulus Amebocyte | ysate (LAL) consiste en
adherir 0.1 ml del pyrotest a 0.1 ml de la solucion que se va
a estudiar, o tambien adherir 0.2 ml del pyrotest directamen
te dentro de |la solucion de estudio. Para esto se utilizan va
rios tubos de ensayo en los que se mezclan las soluciones,
luego estos se incuban a 37° C por una hora en bafic de  Ma-
ria, al cabo del cual son invertidos dichos tubos, unoala -
vez. lLa presencia de endotoxina en la sustancia estudiada
es detectada por la formacion de un gel firme obscuro el cual
permanece intacto a pesar de que los tubos son invertidos a
a 180 grados inclusibe. (5)



APLICACIONES REPORTADAS DEL TEST

Aungue el uso del test del LAL =par“a detectar septicemia
a Gram-negativos y artritis pibgena es limitado debido a los
factores inhibidores encontrados en la sangre y liguido sino-
vial, ha sido (til para detectar |la presencia de bacteriuria o
las endotoxinas en otros fluides del cuerpo.

Los procedimientos paradetectar meningitis, bacteriuria
y uretritis a Gram-negativos han sido reportados.

Recientes adelantos en la tecnologia LAL han indicado
que su futuro valor clinico para detectar organismos Gram-
negativos y las endotoxinas que ellos producen, solamente -

han principiado a ser realizados. (5)
HISTORIA ACERCA DEL TEST DE LIMULUS:

A pesar de que Loeb en 1902 realizo estudios acerca -
del test de Limulus en procesos finflamatorios y en las célu
las |infaticas de la sangre, no fué sino hasta en 1964 cuan-
do Levin y Bang demostraron que la sangre de este animal se
ponia firme o dura en la presencia de endotoxinas producidas
por bacterias Gram-negativas.

Ellos, mas adelante reportaron que la fraccion sensiti-
va de endotoxinas estaba dentro del Amebocito (especie de
cangrejo) y no en la fraccion liguida de |la sangre.

Estos reportes, asi como los de Rojas y cols, Levin vy
cols y Reinnold y Fine fueron los responsables para incre-
mentar el interés en el uso del ‘test. (5)

PRINCIPIOS BIOLOGICOS DEL TEST DE LIMULUS

Todavia no ha sido determinado el mecanismo exacto
de la reaccion LAL-endotoxina; aparentemente el lisado de ge
| acibn es una coagulacion enzimatica similar al sistema de -
coagulacion sanguinea en los mamiferos.

La actividad de la coagulacion enzimatica es la de abrir
una pequefia molécula de proteina soluble estrecha (coagulen)
para formar un gel proteico insoluble (coagulin).

El test LAL ha sido demostrado previamente por Jor -
gensen y cols, de ser un implemento de diagnostico Util para
la deteccidn de bacterias Gram—-negativas clinicamente signi-

ficantes. (5)

Su potencial utilidad como un procedimiento sel ectivo
es evidente por las razones siguientes: 1- El analisis micro
biologi co para bacteri as, constituye un trabajo pesado en -
los laboratorios. 2- En la mayoria de los casos las bacte-
rias son de etiologia Gram-negativa. 3- Las pruebas tienen
un alto grado de especificidad y sensibilidad.

4- Los resultados pueden ser obtenidos rapidamente,
| o que es un factor critico para una efectiva eleccion del test,
y 5- El test es facilmente realizado por personal de labora-
torio sin mayor experiencia y tiene una facil lecturay punto
de interpretacidn (gelacion vrs. no gelacion). (5)

No obstante, el caracter formativo del coagulo que es
algo fragil en su naturaleza, requiere algln cuidado para no
agitarlo y efectuar una disolucion accidental cuando el tubo
es invertido a 180 grados. (5)



La mayor deficiencia del test es su inhabilidad para -

detectar bacterias Gram-positivas y fermento, que no presen
tan gelacion con el lisado del cangrejo Limulus poliphemus,
por lo que dicha observacion confirma la especificidad del -
test para endotoxinas bacterianas Gram-negativas. (5) (15)

Algunos compuestos con trombina, tromboplastina, aci
do poliriboadenilico y ribonucleasa, presentaron reaccion
positiva al test de Limulus, mientras que cuando se adiciona-
ron leucocitos humanos, pirbgenos y dextran, las pruebas -
reaccionaron negativamente, al efectuarse estos ensayos. to
das las endotoxinas bacterianas estuvieron limitadas o desco
nocidas, aungue es esencial poner de manifiesto la no especi
ficidad de la reaccion cuando éstas acontecieron en una inter
pretacion positiva al test en reacciones no conocidas. (6)

En otra investigacion se reportd la comparacion del |i
sado de Limulus con el test de conejo; falsos positivos y fal-
sos negativos, aunque el test para pirogeno de conejos des-—
crito por la famacopea europea, es diferente para la detec-
cion clinica de concentraciones importantes de pirbgenos. -
presento algunas desventajas practicas, por ejemplo: se in-
terrumpe el uso antiguo de un conejo por tres semanas, que

fue utilizado como test, una solucion de contenidos pirégenos.

El LAL de endotoxinas bacterianas y polisacaridos - fué
explorado como una alternativa, como metodo para la detec-
cion de pirogenos, en infusion de fluidos y preparaciones me
dicinales. (11)

Falsos negativos con el LAL fueron obtenides con algu
nas preparaciones corticosteroideas y en otras infusiones -

fluidas de donde algunos presentaron reacciones febriles en
clinica. (12)

LAS ENDOTOXINAS

Las endotoxinas bacterianas, son complejos de polisa
caridos, proteinas y lipidos, se encuentran en la pared ce-
lular y representan el antigeno 061,

En general no ha sido posible destoxicar la endotoxina
sin destruir su antigenicidad. (3) (14)

Las endotoxinas se diferencian claramente de las exo-
toxinas ya que se encuentran intracelularmente en muchas bac
terias Gram-negativas, especialmente en los bacilos entéri-
cos, como complejos lipido-polisacado-polipéptido. Son ter
mostables a la ebullicion en solucion neutra, pero son destruf
das por hidrolisis acida debil, y no son digeridas por enzi-
mas proteoliticas.

Una consecuencia curiosa de la inoculacion parenteral
de endotoxina es un aumento de resistencia del animal recep
tor a la infeccion por bacterias o virus.

El mecanismo de este fenomeno no es bien conocido pe
ro. en el caso de ataque por virus puede guardar relacion
con la movilizacion del interferon endogenc.

Contrariamente a lo que suele creerse, las endotoxi-
nas son excelentes antigenosy estimulania formacion de anti-
cuerpos aglutinantes y precipitantes en titulos altos. EIl anti
cuerpo sin embargo, solo neutraliza la toxicidad en propor-
cion menor. (3) (7)



La membrana exterior de la bacteria Gram-negativa -
contiene lipopolisacaridos que le dan su caracteristica, tam
bién sirve como una barrera, lo cual le confiere resistencia

contra muchos antimetabolitos, quimicos y detergentes.

La especificidad serolbgica reside primariamente en
las diferentes porciones de polisacaridos . los cuales corres
ponden al antigeno somatico "0'" de los organismos Gram-ne

gativos. (11)

El antigeno ""0" es también un sitio especifico que fun-
ciona como receptor de ciertos bacteridfagos.

Las propiedades endotéxicas termoestables de los lipo
polisacaridos es dado por la porcibn lipolitica |lamada "Lipi-
do A".

: Los sintomas observados en animales de |aboratorio al
i nyectar estas substancias incluyen: Fiebre. diarrea, para
lisis de los miembros, trastornos del metabolismo de los hi-
dratos de carbono y degeneracion de los vasos sanguineos. -

(1) (2)

Los animales criados sin la flora intestinal normal o
corriente Gram—negativa no son susceptibles a la endotoxina.
en tanto los que tienen flora tipica si son susceptibles.

En la medida que aumenta la poblacion, incluye gran
cantidad de bacterias con endotoxinas, con lo que aparece -
| entamente "'anticuerpos naturales'. (4)

La actividad toxica de las endotoxinas se expresan en

los siguientes efectos:
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A. LETALIDAD: Se observa al ser administrada la subs—
tancia por via intravenosa, el animal muere por choque anafi
lactico. (10) (14)

B. PIROGENICIDAD: Provoca la salida de una substan-
cia intermedia o pirbgena interna, ya sea de los granulocitos,
de los mononucleares o de las células de Kipffer la que actua
ria a nivel del hipotalamo. Esta substancia intermedia se ha
encontrado en el exudado inflamatorio, en el plasmay |infa
durante periodos febriles. (10) (14)

C. REACCION NECROTICA HEMORRAGICA: O fenomeno
de Schwartzman, se produce al inocular la endotoxina por -
via intradérmica, se observa una lesion necrotica hemorra-
gica precedida por enrojecimiento y edema, el mecanismo no
es claro, segun algunos, hay liberacion de enzimas proteoli-

ticas en el sitio de inoculacion. (10) (14)
D. EFECTO INFLAMATORIQO: Efecto no claro.

E. LEUCOPENIA Y TROMBOCITOPENIA: Disminucion del
numero normal de plaquetas y leucocitos, se debe a la depre
sion de la endotoxina a nivel de la médula osea.

F. EFECTO SOBRE EL SISTEMA VASCULAR: Liberacion
de substancias que actlan sobre los centros reguladores de
la tensibn arterial, que provocan su caida, contribuyendo al
choque. (10) (14)

G. EFECTO EPINEFRINA: Muy relacionado con lo ante-
rior, ya que estos lipopolisacaridos, alteran la actividad de
arteriolas y capilares, provocando hemorragias y necrosis ,

facilitando el estado de choque. (10) (14)

1



H. EFECTO SOBRE ELL METABOLISMO DE LOS HIDRATOS
DE CARBONO. Se advierte primero un ligero aumento de la
glucosa sanguinea después de su inoculacion intravenosa y
mas tarde hipeglicemia que incluso puede conducir al choque.

(10) (14)

1. INTERACCIONES CON ELL COMPLEMENTO:
lisacaridos activan las fracciones C3, C5 vy esta
favorece la fagocitosis y el fenomeno de Schwartzman, lo -
cual favorece a la vez el efecto citolitico y el aumento de la
eliminar

Los lipopo
actividad

permeabilidad vascular. Este efecto se suprime al
estas fracciones del complemento, lo cual comprueba la par-
ticipacion de estas substancias mediante su interaccion como
complemento.

El mecanismo exacto no se conoce, algunos autores
sostienen que actuan mediante los anticuerpos o properdina o
las fracciones C1, C2, C4. La actividad del complemento -
por las endotoxinas se ha estudiado también como mecanismo
patogénico de otras enfermedades como la gl o merulonefritis
aguda. (10) (14)

J. OTRAS PROPIEDADES: Las endotoxinas poséen efecto
necrotico-hemorragico sobre los tumores malignos, propie-
dad que sin embargo no ha sido aprovechada en terapéutica.

También se conoce un efecto abortivo de los lipopolisacaridos
lo cual tal vez explique éste fendmeno que se observa en se—
res humanos, en periodos de gestacion, que adquieren una in

feccion por bacilos Gram-negativos. (10) (14)

Es curioso que no todas las propiedades de las endo-
toxinas son perjudiciales, ya que se conocen efectos benefi-
ciosos, como el estimulo a la resistencia inespecifica a bac—
terias, hongos, virus y protozoos, probablemente por un -

1:2
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estimulo de la sintesis de properdina.

Tambiéen se describe un efecto transitorio de estimulo
de la actividad de los macrofagos del reticulo endotelial y
(T3,

de los granulocitos, asi como la sintesis del interferdn.

14)

POTABILIZACION DEL AGUA DE LA CIUDAD DE GUATE-
MALA. .

La empresa municipal de agua de |a ciudad de Guatema
la (EMPAGUA) aprovecha las aguas superficiales y subterra—
neas para abastecer el sector capital ino, sometiendo dichas
aguas a diversos tratamientos, ya que en estudios realizados
se han encontrado bacterias y otros microorganismos patoge-
nos intestinales del hombre y los animales, que se conside-
ran indicadores de contaminacion, de los cuales se pueden -
enumerar los siguientes: Bacilos del género Clostridium, -
anaerobios, cocos del género Streptococcus, Gram-positivos,
bacilos Gram-negativos no esporogenos de los géneros Es—
cherichia, Entercbacter y Proteus, vy los géneros Salmone-—
lla y Shigella que incluyen muchas especies patogenas. (1)

(9) (8)

El tratamiento de las aguas comienza en las presas,
aplicandose sulfato de cobre, quimico que se encarga de eli-
minar las algas. Posteriormente el agua se transporta por
tuberia, tuneles ¢ canales, a las plantas donde pasa por
tederos, que sirven para medir el caudal de agua que entra,
luego pasa a un canal que se denomina de mezcla y es donde
se aplica sulfato de Aluminio, quimico que actlia como' flocu-
Dependiendo de |la acidez del agua se

ver

lante de |la turbidez.
aplica cal hidratada.
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En el mismo canal, posteriormente pasa a los tanques

sedimentadores en donde se asientan los lodos y se clarifica

el agua.

Dependiendo del grado de contaminacion, se puede apli
car una pre-cloracion con H.T.H (cloro en polvo), sigue su
recorrido a los filtros en donde deja las Ultimas particulas vy
sale cristalina, es entonces donde se aplica la cloracion. qul
mico que se encarga de eliminar |as bacterias. (1) (9)

En la presentacion de resultados se mencionan a menu
do las palabras Pozo y tanque, por lo que se considera nece
sario describirlas.

POZ0: Hoyo o perforacion que se hace en el terreno hasta
encontrar vena de agua, la cual es sacada a la super
ficie mediante varios metodos.

TANQUE: Deposito en el cual se almacena el agua, después

de recorrer tuberias y lugar donde se les aplica
tratamiento.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES:

25 muestras de aguas tomadas de los pozos situados en

las diferentes zonas de |la ciudad capital. (EMPAGUA)

25 muestras de aguas tomadas de las diferentes plan-

tas de procesamiento de aguas de la ciudad. (EMPAGUA)

|aboratorio bacteriolbgico de la Direccion General de
Servicios de Salud.

INSTRUMENTAL UTIL1ZADO EN LABORATORIO:

Tubos de ensayo de 20 a 25 ml, con caldo lactosado -

fuerte y debil.

Cajas de nutriente Agar (lactosa-gelosa} en el medio

de Eosina.

Tubos de ensayo de 10 x 75 mm, con medios de : Kli-

gler, LIA (lisina, hierroy agar), citrato, urea, malonato vy

'MI‘O (movi lidad-indol-ornitina).

Pyrotest (Lisado de los Amebocitos de Limulus) con: |
vial Pyrotest, 50 viales.
5 viales pyrotrol positivo control 100 ng/ml.
5 viales pyrotrol positive control.

Tubos de ensayo apirogenos de 20 a 25 ml. de volUmen
para preparar las diluciones de endotoxinas



Agua apirogena para preparar las diluciones adiciona-

les.

Tubos de ensayo apirogenos de 10 x 75 mm de volUmen

para |levar a cabo la prueba.

para efectuar
positivo

Pipetas apirogenas de 1.0, 5.0y 10 ml
la prueba reconstruyendo el pyrotest, el pyrotrol
control y las diluciones necesarias.

Horno de aire caliente con capacidad calorifica de 250
grados C. para apirogenar la cristaleria. '

Agitador tipo vortex.
Bafio de Maria ajustable a 37 grados C.
METODOLOGIA:

Por la tecnica de muestreo aleatorio, se tomaron mues
t ras de aguas de 25 pozos y 25 tanques, situados en las dife-
rentes zonas de la ciudad capital, todos pertenecientes a la -
Empresa Municipal de Aguas de la Ciudad de Guatemala (EM-
PAGUA)

Las muestras se procesaron en el laboratorio bacterio
|ogico de la Direccion General de Servicios de Salud, donde
se efectud lo siguiente:

ANAL ISIS BACTERIOLOGICO:

Se empled la técnica de tuvos miltiples de contenido -
de lactosado fuerte y débil que se incubaron a 37 grados C. -

durante 24 horas. Se empleo ademas cajas de nutriente Agar
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(lactosa-gelosa) incubandose unas a 37 grados C. y otras a
temperatura ambiente,, en las cuales se identificaron varie-
las que se sembraron nuevamente en me-
Kligler, Lisina, Citrato,-

dades de colonias,
dios de identificacion bioguimica:
Urea, Malonatoy MI1O {movilidad-indol-ornitina).

TECNICA EMPLEADA PARA EL TEST DE LIMULUS:

Se estandarizd el pH de las muestras, se preparo el
pyrotrol positivo control con 4 ml de agua apirogena, y el
pyrotest LAL  con 5.2 ml de pyrotrol negativo. En la tabla |
se indica como se prepararon las diluciones del pyrotrol po-
sitivo control para estandarizar la sensibilidad del pyrotest
y determinar la compatibilidad con los productos a probar.
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TABLA |
5 k3| S R -
Al reconstruir un vial de pyro- | % @ i @ £ & iy
Shi @ © B e L g - — (=
trol positivo contral con 4ml | 55| £ | =5 ;5] 3 Bow
a $hs - SR CENE S iF calvaB e
£ de agua apirdgena se obtiene: z EL" 4{; jg - E: E g E 52‘
= E8«| 3 5 {5825 5|30,
TEE|S 8 |S58| 2 2 |255
t 25 ng/ml. - 25 0.1 0.1 "
2 1 nl, 25ng/nl. 9 ml. 2.5 0.1 0.1 +
3 Limle 255 ng/ml. 6 ml. 1.0 0.1 0.1 +
& 5ml, 1.0 ng/ml. 5 ml. 0.1 0.1 0.1 +
) 5ml, 0.5 ng/nl. 5 ml. .25 0.1 0.1 +
B 5ml, 0.25 ng/ml. 5ml. 0.125 | 0.1 0.1 +
7 5mnl, 0.125 ng/nl. 5l | 0.065] 0.1 | 0.1 Y
8 5ml, 0.0625 ng/ml. 5 ml. 0.032 | 0.1 0.1 =
9 5ml, 0.032 ng/ml. 5 ml. 0.016 | 0.1 0.1 -
10 5 ‘ml;y 0,016 ng/ml. - 0.1 0.1 -
Referencia: Difco Laboratories. Lisado de los amebocitos de Limulus. Informacién
técnica No. 761 (5)
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Para determinar la compatibilidad del pyrotest, se re
piten las mismas diluciones explicadas anteriormente, pero
utilizando la muestra a estudiar, en lugar del pyrotrol posi-

tivo control. (5)
DESCR|PC[ON DE LA TABLA |

Para determinar la sensibilidad del pyrotest, seremue
ven los sellos de aluminio y los tapones de goma, utilizando-
se forceps estéril, previo a que los viales alcanzaron la tem
peratura ambiente.

Se afiade asépticamente 5,2 ml de pyrotrol negativo
control al pyrotest, 50 viales (LAL).

En tubos He 10 x 75 mm, se afiade 0.1 ml de pyrotrol
positivo control, comenzando con la concentracion de 0.016
hasta 2.5 ng/ml. '

Se afade a un tubo adicional, 0.1 ml de agua apiroge-
na.

Finalmente se afiade 0.1 ml de lisado reconstituido a -

todos los tubos.

Se agita suavemente cada uno de los tubos hasta obte-

ner una mezcla homogénea.

Se cubren todos los tubos con parafilm, se colocan en
la gradilla y en bafic de Maria a 37°C.

Se dejan en bafio de Marfa por una hora, sin tocarlos;

L)



pasada la hora, se invierte cada tubo a 180° y se observa-

la presencia de un gel que permanezca intacto.

El punto final es la dilucion mas alta que permanezca —
con un gel firme, la sensibilidad del pyrotest esta habitual-
mente entre 0,032 y 0.25 nanogramos con la endotoxina E.
coli del pyrotrol positiv_or control de Difco. (5)

TABLA [

PRUEBA DE LAS 50 MUESTRAS CON EL PYROTEST, 50

TEST VIALES

Mezcla de la prueba. No. de viales 50 test.

0.1 ml.

Muestra

Pyrotest 50 viales 0.4 mhs

DESCRIPCION DE LA TABLA I1.

Antes de proceder a realizar la prueba se dejo que to-
das las muestras y el pyrotest alcanzaran la temperatura -

ambiente.

En tubos de 10 x 75 se afiadidé 0.1 ml. de cada muestra

hasta completar las 50.

Posteriormente se afiadid 0.1 ml. de Pyrotest (LAL) ya
reconstituido a las 50 muestras, mezclandose luego suave-
mente y se cubrieron con parafilm, incubandose después en
bafio de Maria a 37 grados centigrados por una hora, sin to

carlos.
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Pasada la hora, se invirtio cada tubo a 180 grados, -
observandose la informacion de geles firmes. (5)

RESULTADOS

De atuer*do a los resultados obtenidos en la presente
investigacion, se encontrd un alto indice de contaminacion de
las aguas, principalmente la que se distribuye teniendo como
fuente los pozos, de donde a pesar del tratamiento a que son
sometidos, se aislaron géneros entéricos tales como Esche-

richia coli, Enterobacter, Citrobacter.
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CUADRO No. 1

Estandarizacion de la sensibilidad y compatibilidaddel

pyrotest, al realizar |a prueba con las muestras de agua.

Guatemala, Noviembre 83 a Marzo de 1984,

© © © = Bl
52 s ledls Fie,
2l SrElmp el e 0al 8 0hl Tve
Pyrotrol positivo control a8 8 - % © @ 2”375 B
reconstituido con 4 ml de ©.2 &5 E w | o w Oy &
(5] £ — - u
= agua apirdgena. g2 |8 “|8& S
=] = S ol @ @ o | T T - E
= g't!__. 8] £ o) e S co ©c 5
bl I 7. 3 Slg 85 S5 g
s 8t SIES | 4 e(8s9 .5
g~ gse| .| FeES [y
%g;gg ol s 23 d 32
LA oles @] =2 = ol
1 25 ng/ml. == 25 6 (0 + +
2 1 ml. 25 ng/nl. 9 ml.|2.5 0.1 | 0.1 + +
3 4 ml. 2.5 ng/nl. 6ml.|1.0 0.1 0.1 4 +
b 5ml. 1.0 ng/ml. 5ml. | 0.5 0.1 0.1 + +
5 5ml. 0.5 ng/ml. 5ml.|0.25 0.1 0.1 + 4
6 | 5nl. 0.5 ngfnl. sal. o2 | o1 ] 01| « i
7 5mnl. 0.125 ng/nl. 5 ml. |Q0625 0.1 0.1 + +
8 5ml. 0.0625 ng/ml. 5ml. {0.032] 0.1 0.1 ¥ +
9 5ml. 0.032 ng/ml. 5ml.|0.016] 0.4 0.1 - -
10 agua apirégena - - 0.1 0.1 - -
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Fuente: Se obtuvieron las muestras de Agua, de pozosy -
tanques situados en las diferentes zonas de la ciudad capital .

Para ambas pruebas se observd que la formacion del
gel para la endotokina de E. coli, pyrotrol positivo control,
estuvo presente entre las concentraciones de 0.0625 y 25ng/
ml, mientras que la prueba realizada con la endotoxina de -
Escherichia coli, diagnosticada por cultivo de la muestra a

probarse, estuvo entre 0.032 y 25 ng/ml.

De acuerdo a estos resultados, la prueba de Limulus -
presentd funcionalidad y no hubo inhibicion de la misma.

Se comprobé ademas su compatibilidad con la muestra

seleecionada.

CUADRO No. 2

Cultivos de las 50 muestras de agua de pozos, tanques y su
sensibilidad con el test de Limulus.

Guatemala, Noviembre 83 a Marzo 84.

TEST LIMULUS

PRUEBAS DX. CULT IVOS

Pozos % Tanques % Pozos % Tanques %
Positivos 25 100 5 20 23 92 17 68
Negativos — —— 20 80 2 8 8 32
Totales 25 100 25 100 25 100 25 100

Fuente: Muestras de agua de la empresa EMPAGUA.
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De acuerdo a los resultados de este cuadro, cbservamaos

que las muestras de agua obtenidas de los pozos, presentaron

crecimiento bacteriano por cultive en un 100%. En contras—

te, como las muestras obtenidas de los tanques, Unicamen-
te se encontrd positividad por cultivo en 5 muestras (20%).

- Asi mismo, con respecto al test de Limulus. encontra-
mos que de las 25 muestras de agua tomados de |los pozos, 23

presentaron reaccion positiva con un equivalente del 92%.

Las muestras tomadas de los tanques, presentaron po-
sitividad con el pyrotest LAL en 17 casos, 68%.
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CUADRO No. .3

Relacion del test de Limulus con el aislamiento bacteriano de
muestras de agua tomados de los pozos. de la red de distri-
bucion de EMPAGUA.

Guatemala Noviembre 83 a Marzo de 1984,

Aislamiento Frec % Test Limulus No. de Pozo
+
E. coli. 11 W+ 11 13,14,15,16,17,
19,20,21,23,24,
29, =
E. coli
Enterobacter aggl. 4 16% + b 1,2,4,6.
E. coli
Citrobacter freundi. b 16% + b 8,10,11,12.
Citrobacter freundi b 16% + 3 9, 18, 22. posit.
3. negativo.
Enterobacter aggl. 2 8% + 1 5. positivo.
7 . negativo.

- Total 25 100% 23

Fuente: Libro de registro de datos.
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En relacion a los resultados obtenidos con el pyrotest
y los bacilos aislados tenemos: Escherichia coli, se presen
t6 en 11 muestras cultivadas (44%), asi mismo, con positivi—
dad para el test de Limulus en todos los casos.

Escherichia coli mas Enterobacter agglomerans, pre-
sentaron positividad en cultives y el test de Limulus en un -
nimero de 4 casos, que equivale a un porcent aje del 16%.

lgualmente Escherichia coli mas Citrobacter freundi,
dieron positividad para ambos métodos, en 4 casos con un -

porcentaje del 16%.

En cultivos donde Unicamente se aislo Citrobacter -
freundi, 4 muestras (16%), 3 fueron positivos para el test
de Limulus y uno negativo.

Enterobacter agglomerans, como Unico agente bacteria

no aislado, ocurrid en 2 casos, una de las muestras dio po
sitividad para el test de Limulus, y la otra negativa.
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CUADRO No. 4

Correlacion del test de Limulus con el aislamiento bacteriano
de aguas tomados de |los tanques de la red de distribucion -

de EMPAGUA.

Guatemala, Noviembre 83 a Marzo de 1984.

Aislamiento Frec % Test Limulus No. de Tanque
+

Enterobacter aggl. 5 20% + 1 10 positive:
1,5,6,8. negat.

Negativo 20 80% + 16 3,4,7,9,11,12,
13,1%,15,16,17,
16,19,21,22,23.
positivos
2,20,24,25.
negativos.

TOTAL 25 100% 17

Fuente: Libro de registro de datos.

Segln el cuadro anterior, se puede observar, que de
las 25 muestras cultivadas, 5 presentaron positividad para
crecimiento bacteriano, lo cual constituye un porcentaje del

20%.

Cultivos negativos se obtuvieron en 20 muestras con
un porcentaje del 80%.
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Con relacidn a los resultados obtenidos con el pyrotest
LAL y los cultivos tenemos: Positivo para Enterobacter ag-

glomerans y positivo para LAL una muestra. (4 %)

Positivo para Enterobacter agglomerans y negativo pa
ra el pyrotest 4 muestras, (16%)

Négati\/o para cultivo y con positividad para el test
de Limulus, 16 muestras (64%).

Aislamiento negativo por cultivo, con negatividad para
el test de Limulus, 4 muestras (16%).
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DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

En las fuentes estudiadas, los resultados obtenidos en
un periodo de 4 meses, indican que el agua de consumo pre-
senta un alto grado de contaminacion por endotoxinas.

En cuanto a los resultados obtenidos del estudio de las
muestras de aguas tomados de los pozos, se encontro creci-
miento bacteriano en el 100% de cultivos, en 11 se aislo Es—
cherichia coli; todas estas muestras reaccionaron positiva-
mente con el test de Limulus. En cuatro muestras se aisla-
ron Escherichia coli mas Enterobacter agglomerans, todas

las cuales también presentaron reaccion positiva con el test
de Limulus. E.coli mas.Citrobacter freundi se asilaron en

4 casos, con reaccibn positiva para ambos métodos. Citro-
bacter freundi se aislo en 4 muestras, de los cuales 3 fue-

ron positivos con el pyrotest. Enterobacter agglomerans, -
aislado en dos muestras, y solo hubo reaccion positiva con
el test de Limulus en un caso. Estos datos estan de acuerdo

a los reportados por otros autores, referente a aguas sin tra

tamiento. (8)

De las muestras tomadas de los tanques, se encontrd
crecimiento bacteriano, Unicamente en 5 casos (20%) aislan-
dose Enterobacter agglomerans, de los cuales 4 reacciona——
ron negativament e con el test de Limulus, y un caso con reac
cibn positiva. 20 de las muestras obtenidas de la misma fuen
te (80%) fueron negativos bacteriologicamente, asi mismo 16
de estas muestras reaccionaron positivamente con el test de

Limulus, 4 casos fueron negativos.

Analizando ambos cuadros, encontramos mayor conta-—
minacion bacterioldgica en las muestras de aguas de los po-
zos (100%) mientras que en los cultivos de las muestras toma
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das de los tanques, Unicamente 5 casos presentaron creci-
miento bacteriano (20%), esto se adecla a lo reportado inter
nacionalmente cuando se hace referencia a las aguas potables
tratadas. (8)

Con respecto a los resultados obtenidos con el test de
Limulus, se observo que de las 25 muestras de aguas de los
pozos, 23 (92%) reaccionaron positivamente. Asi mismo, de
| as muestras obtenidas de los tanques, 17 (68%) fueron posi-
t ivos para el pyrotest.

La presencia de E. coli, en las muestras de aguas de
los pozos, indica contaminacion fecal, (8) pero ésta bac-
teria ya no se encontro en las aguas de consumo, los datos
son importantes, para hacer resaltar que el tratamiento a que
son sometidas las aguas (clorinacion) es adecuada para redu
cir el indice de contaminacién bacteriana, pero insuficiente -
para eliminar endotoxinas, que pueden ser causantes de tras
t ornos gastrointestinales al ser consumidas por el human o_.
(10) (14)
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CONCLUSIONES

El estudio bacteriologico demostro crecimiento bacte—
riano en 31 muestras (62%), de microorganismos Gram-
negativos, mientras que la prueba del lisado de los -
Amebocitos del Limulo, reacciond positivamente con -
40 muestras (80%).

El indice de contaminacion por endotoxinas de |as aguas

de las muestras estudiadas es elevada.

Las muestras de aguas tomadas de los pozos, presenta
ron crecimiento bacteriano por cultivo en 25 casas (100%),
reacciones positivas con el test de Limulus sucedieron

en 23 casos (92%).

Las muestras de aguas tomadas de los tanques, dio re-
sultados positivos por cultivo en 5 casos (20%), mien-
tras que 17 (68%), fueron positivos con la prueba del

pyrotest.

La presencia de E.coli, Enterobacter agglomerans, -
Citrobacter freundi, en los cultivos efectuados, indi-
ca presencia de contaminacion de origen fecal, en los

pozos.

Las aguas preparadas para consumo tienen bajos nive
les de contaminacion bacteriana y la misma es de poco

riesgo para la poblacion.

La prueba del test de Limulus, es otro medio de diag-
nostico rapide, confiable, especifico, que puede ser
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realizado por personal de laboratorio con poca

riencia.

expe—

RECOMENDACIONES

Efectuar estudios bacteriologicos quincenalmente para
mantener la calidad del agua que se distribuye a la co
munidad.

Que las instituciones nacionales (ministerio de Salud
Piblica, municipalidades etc. ) impulsen la adopcion
de sistemas de alcantarillado y promueven el uso de le
trinas, para disminuir la contaminacion fecal de las
aguas.

En tanto se resuelve el problema de alta contaminacion
de las fuentes de agua y la presencia de endotoxinas -
en las mismas, distribuida a |la poblacion, es  conve-
niente que esta sea sometida a ebullicion, para des-
truir estas endotoxinas.

Que las empresas encargadas de |la distribucion del -
agua en los distintos sectores, adopten como comple-
mento de diagnostico, el test de Limulus, ya que su es
pecificidad, son la deteccion de endotoxinas de bacte-
rias Gram-negativas, y con ello garantizar la potabi-
lidad del agua.

Que el personal encargado de la vigilanciay manteni-
miento de las instalaciones de los depbsitos, observen
las normas de higiene en forma estricta, ya que es -
otra de las formas de contaminacion, mediante el mani
puleo de herramientas y demas utencilios.

33




34

Promover medidas, para evitar la contaminacion me-
diante el arrastre de deshechos humanos y de otros ani

males.

Mantener control estricto de las condiciones de distri
bucibn, almacenamiento y tratamiento de las aguas, pa
ra evitar contaminacion en el trayecto.

RESUMEN

En el periodo de Noviembre de 1983 a Marzo de 1984,
se estudio la presencia de endotoxinas de bacterias Gram-ne
gativas en el agua que distribuye la Empresa Municipal de -
Aguas de la Ciudad Capital, (EMPAGUA). Utilizandose para
ello el test de Limulus (LAL).

Se efectud un estudio prospectivo, con un total de 50
muestras, 25 de los cuales, se tomaron de pozos, y 25 de tan

ques, situados en diferentes zonas de la ciudad capital .

Las muestras fueron procesadas en el laboratorio bac
teriologico de la D.G.S.S.

Por estudio bacteriologico se observo una positividad

‘en 31 muestras, que corresponden a un 62% de crecimiento.

Entre las bacterias aisladas se encontraron E. 'coliz
Enterobacter agglomerans, Citrobacter freundi, con dife-
rentes porcentajes, predominando E. coli, en tanto que en -
los tanques de tratamient o el grado de contaminacion fué insig
nificante, y por Enterobacter agglomerans.

Con respecto a la sensibilidad del test de Limulus se
obtuvieron un total de 40 muestras positivas, constituyendo -
un porcent aje del 80%, 57.5% corresponde a muestras obte-
nidas de los pozos y, 42.5% a muestras de tanques.

De acuerdo a los resultados obtenidos, ambas pruebas

presentaron alto porcent aje de positividad, irdicando en ge-
neral un alto indice de contaminacion.
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