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Empleo del sistema DIRAMIC en la determinación
de la calidad microbiológica del agua

RESUMEN. El objetivo fue demostrar la posibilidad de utilizar el sistema
DIRAMIC para la detección de los microorganismos indicadores de calidad del
agua en un tiempo menor que por los métodos estandarizados; así como estable-
cer una correspondencia entre el tiempo invertido en la detección y la carga de
microorganismos presente en la muestra. De forma experimental, se inocularon
muestras de agua con diferentes concentraciones de las principales bacterias
indicadoras de contaminación del agua y se determinaron los tiempos requeri-
dos para detectar la aparición de turbidez en varios de los medios de cultivo que
se utilizan en los métodos normalizados. Con estos resultados, se seleccionaron
los medios de cultivo en los cuales se obtuvieron mayores índices de crecimiento
en menor tiempo y se establecieron los intervalos de tiempo requeridos para la
detección de diferentes cargas microbianas. Para la detección específica de
Escherichia coli se adicionó 4-metilumbeliferil-β-D-glucurónido y triptófano al
caldo EC. Finalmente, se contaminó una muestra de agua potable estéril con
inóculos de todas las bacterias en estudio, teniendo en cuenta sus concentracio-
nes en muestras reales, y al realizar la detección se reprodujeron los resultados
logrados para los microorganismos individuales. Todas las concentraciones celu-
lares se comprobaron mediante las técnicas de fermentación en tubos múltiples
y filtración por membrana. El empleo del sistema DIRAMIC en la determinación
de la calidad del agua posibilitaría disminuir los tiempos de detección de los
microorganismos indicadores de esta y los costos por materiales gastables.

ABSTRACT. The use of DIRAMIC system for the determination of micro-
biological quality of water is suggested. The objective was to demonstrate
the possibility of using the DIRAMIC system to detect microorganisms that
indicate the quality of water faster than standard method. Another objective
was to establish a correspondence between the detection-spent time and the
concentration of microorganisms in the sample. Experimentally water
samples were inoculated with various concentrations of the main bacteria
strains indicators of water contamination and the time required for the de-
tection of turbidity developed in some culture media used in the standard
methods, were determined. From the analysis of results, culture media with
the higher growth indexes in the shortest times were selected and the range
of time required for the detection of various microbial concentrations were
established. For the specific detection of Escherichia coli 4-methylum-
belliferyl-β-D-glucuronide and tryptophan were added to EC broth. Finally,
a sterile drinkable water sample was inoculated with a mix of the bacterial
strains under study, adjusting its concentration to real samples; the results were
the same as with the single strains of microorganisms. All cellular concentra-
tions were verified through the multiple tube fermentation and membrane filter
methods. DIRAMIC system for the determination of microbiological quality of
water would allow shortening the time to detect the microorganisms that indi-
cate such quality, and to decrease disposable material costs.

INTRODUCCION

La detección de microorganis-
mos indicadores de contaminación
es aceptada universalmente para el
seguimiento, control y la estima-
ción de la calidad microbiológica del
agua.1,2 La evaluación de esta se rea-
liza mediante las técnicas normali-
zadas de fermentación en tubos
múltiples, haciendo uso de la tabla
del número más probable, y de fil-
tración por membrana. A pesar de
que estos métodos son ampliamen-
te utilizados y brindan resultados
muy confiables se le señalan incon-
venientes tales como, la gran canti-
dad de material que consumen y el
tiempo requerido para obtener los
resultados, en dichas técnicas se in-
vierte un tiempo que fluctúa entre
las 48 y 96 h para  coliformes y las
48 y 72 h para enterococos y Pseu-
domonas.3,4

La realización de los análisis con
una gran calidad de detección en un
tiempo menor es objetivo de los in-
vestigadores que laboran en este
campo, por lo que continuamente se
desarrollan nuevas metodologías y
equipos de forma tal que un trata-
miento adecuado pueda ser realiza-
do rápidamente. Como ejemplos de
la anterior afirmación se tiene la
modificación de los medios de cul-
tivo diseñados para el uso en la mi-
crobiología del agua mediante la
adición de sustratos, fundamental-
mente fluorogénicos y cromogéni-
cos, que revelan la presencia de en-
zimas específicas de los microorga-
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nismos de interés;5-8 también la
automatización parcial o total de las
técnicas establecidas para estos fi-
nes y el desarrollo de nuevos siste-
mas con principios de detección di-
ferentes.9-11

En el Centro Nacional de Inves-
tigaciones Científicas se viene de-
sarrollando desde hace más de una
década el sistema DIRAMIC para el
diagnóstico rápido microbiológico,
el cual ha encontrado aplicaciones
en la microbiología clínica y la
biotecnología.12-15 Dicho sistema
presenta un lector turbidimétrico,
calibrado con un equivalente de la
escala McFarland, que permite de-
tectar en términos de transmitancia
óptica los cambios de turbidez que
se producen en un medio de culti-
vo debido a la multiplicación de los
microorganismos.16

El objetivo del presente trabajo
fue demostrar la posibilidad utilizar
el sistema DIRAMIC en la detección
de los microorganismos indicadores
de calidad del agua, así como esta-
blecer una correspondencia entre el
tiempo invertido en la detección y
la carga de microorganismos pre-
sente en la muestra analizada. La
introducción del DIRAMIC posibi-
litaría contar con un sistema de pro-
ducción nacional para el seguimien-
to y control de la calidad de las
aguas, así como para la evaluación
de la eficacia de los procesos de tra-
tamiento de residuales hídricos en
menor tiempo que por las técnicas
normalizadas y con menos gasto de
materiales.

MATERIALES Y METODOS

La contaminación experimental
de las muestras de agua estériles se
realizó con cepas de colección  de la
American Type Culture Collection
(ATCC) de las principales bacterias
indicadoras de calidad microbioló-
gica; los cultivos correspondían a:
Escherichia coli ATCC 25022, Kleb-
siella pneumoniae ATCC 13883,
Enterobacter cloacae ATCC 23355,
Citrobacter freundii ATCC 8090,
Enterococcus faecalis ATCC  29212
y Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853. Con las suspensiones de
Klebsiella pneumoniae, Entero-
bacter cloacae y Citrobacter freundii
se hizo una mezcla y se trabajaron
como coliformes totales.

Las muestras se prepararon con
una concentración celular de cada
microorganismo de interés de 107

cél./100 mL . La operación se reali-
zó mediante el auxilio de un es-
pectrofotómetro ajustado a una lon-
gitud de onda de 460 nm hasta ob-

tener una suspensión celular con
una absorbancia de 0,003 a 0,004, va-
lor  que fue comprobado previamen-
te para verificar su corresponden-
cia con una concentración celular
de 107 cél/100mL a 460 nm . La con-
centración de las suspensiones mi-
crobianas fue verificada mediante
los métodos de fermentación en tu-
bos múltiples, usando la tabla del
número más probable, y filtración
por membrana. Los filtros de celu-
losa se colocaron en placas de Petri
con agar ENDO, para el crecimien-
to de coliformes y Pseudomonas, y
medio selectivo para Enterococos.
Los métodos de fermentación en
tubos múltiples y filtración por
membrana se realizaron según la
metodología establecida. 3

A partir de estas suspensiones,
se prepararon inóculos, por dilucio-
nes seriadas, con una concentración
celular de 106, 103 y 10 cél./100 mL y
se inocularon los distintos medios
de cultivo, las concentraciones fina-
les se comprobaron por los mismos
métodos mencionados anterior-
mente. Se adicionó 1 mL o 500 µL
de cada muestra de agua, en depen-
dencia del volumen de medio de
cultivo y se realizaron 10 réplicas de
cada experiencia.

Los medios de cultivo seleccio-
nados en las determinaciones con
el DIRAMIC fueron: caldo EC para
coliformes totales y fecales, caldo
SF para enterococos y caldo aceta-
mida para Pseudomonas. Todos es-
tos medios de cultivo se prepararon
a simple y doble concentración, ex-
cepto para las sustancias inhibido-
ras; la elección de la concentración
de trabajo se hizo mediante un prue-
ba t de Student. Se analizaron las
medias de las mediciones corres-
pondientes a los tiempos en los cua-
les se hizo evidente la turbidez. Al
medio de cultivo EC se le adicionó
4-metilumbeliferil-β-D-glucurónido
(MUG) y L-triptófano para la iden-
tificación específica de Escherichia
coli. Los medios fueron dispensa-
dos en los frascos que se utilizan en
las mediciones con el DIRAMIC a
razón de 4 mL de caldo EC + MUG
+ triptófano o bilis verde brillante
y 2 mL de caldo acetamida o SF.

Después  de inocular los medios
de cultivo, se determinó la turbidez
de los cultivos a tiempo 0 h y se in-
cubaron las muestras a 37 oC bajo
agitación. A partir de las 2 h de in-
cubación y cada 1 h, se realizaron
las mediciones correspondientes a
todos los frascos hasta llegar a las
10 h de incubación. Al día siguien-
te, se realizó una medición final en

aquellos casos en que no se detectó
crecimiento.

Previo a la realización de las me-
diciones, el sistema DIRAMIC se
compensa con el medio de cultivo
que se va a utilizar en ese momen-
to. Se consideró que había incre-
mento de turbidez cuando las me-
diciones tenían un valor con respec-
to al blanco mayor que 0,04 unida-
des en la escala de McFarland. Una
unidad en esta escala se correspon-
de con una concentración celular de
3 · 108 cél./mL .17

Para comprobar la coincidencia
de los tiempos de detección estable-
cidos en las diferentes concentra-
ciones de los microorganismos in-
dividuales con relación a la mezcla
de ellos, se contaminó de forma ex-
perimental una muestra de agua
potable estéril con inóculos de los
grupos bacterianos en estudio. Se
mantuvo la relación de concentra-
ciones que generalmente se en-
cuentra en las aguas contaminadas.
En este caso, las concentraciones
celulares fueron comprobadas por
la técnica de fermentación en tubos
múltiples.

RESULTADOS Y DISCUSION

Todos los medios de cultivo se
prepararon siguiendo las instruc-
ciones establecidas para cada uno
de ellos y su calidad se comprobó
utilizando las cepas controles re-
comendadas. Al realizar la prueba de
Student para comparar los resulta-
dos obtenidos con los medios de cul-
tivo a simple y doble concentración,
se encontraron diferencias significa-
tivas para p < 0,05 en los incremen-
tos de turbidez de cada microorga-
nismo; se requirió un menor tiempo
para la detección del crecimiento en
el caldo EC a doble concentración y
en los caldos SF y acetamida a sim-
ple concentración por lo que el tra-
bajo se continuó a estas concentra-
ciones de los medios de cultivo.

La tabla 1 ofrece la comproba-
ción por los métodos de Fermenta-
ción en tubos múltiples y filtración
por membrana de las tres concen-
traciones celulares trabajadas, así
como su relación con los tiempos
requeridos para la detección del
crecimiento mediante el sistema
DIRAMIC. las suspensiones de los
microorganismos se encontraron
en un intervalo aceptable de con-
centración. Estas concentraciones
de microorganismos estuvieron en
correspondencia con los posibles
usos del agua, definidos en las nor-
mas de calidad del agua estableci-
das en Cuba.2,18



Revista CENIC Ciencias Biológicas, Vol. 35, No. 1, 2004.

39

El análisis de los resultados de los
experimentos realizados para la detec-
ción de bacterias en aguas empleando
el sistema DIRAMIC sugiere que exis-
te correspondencia entre la concentra-
ción celular y el tiempo de aparición
de turbidez, por lo que es posible esta-
blecer inervalos de tiempo que definen
la carga de un determinado germen en
una muestra de agua, identificado por
el medio de cultivo donde se desarro-
lle (Tabla 2). En todos los casos, el tiem-
po requerido para la detección resultó
inferior al de las técnicas normaliza-
das3,4 y al de los nuevos métodos repor-
tados los cuales requieren del creci-
miento microbiano.5,7-10

En ensayos previos, todos los
frascos contenían 4 mL de medio de
cultivo, pero se comprobó que dis-
minuyendo a la mitad el volumen

de medio y de inóculo, para mante-
ner las proporciones, se mejoraban
los resultados en la determinación
de Pseudomonas aeruginosa y
Enterococcus faecalis. Con Pseudo-
monas aeruginosa se detectó más
rápidamente el incremento de tur-
bidez. Incluso, para la concentra-
ción celular de 106 cél./100 mL se ob-
servó cambio de color en el medio
de cultivo entre las 9 y las 10 h, lo
cual no se había evidenciado con el
volumen anterior. El hecho de ser
este un microorganismo estricta-
mente aerobio y haberse favoreci-
do la capa de aire en el frasco, que
estaba cerrado, justifica esta mejo-
ría. Con Enterococcus faecalis se fa-
voreció igualmente el metabolismo
celular,  con lo que se produjo el cam-
bio de color del indicador que conte-

nía el medio de cultivo a las 12 h para
la concentración mayor de gérme-
nes. Para las concentraciones de 103

y 10 cél./100 mL, en ambos casos, con-
tinuó siendo necesaria la incubación
hasta el siguiente día. Con estos
inóculos la baja carga celular influye
más en la demora de las respuestas.

Los medios de cultivos utiliza-
dos para la detección de Pseudo-
monas y Enterococcus son lo sufi-
cientemente selectivos como para
impedir el crecimiento de otros mi-
croorganismos de interés. Esto no
ocurre así con el caldo EC, en el cual,
además de los microorganismos
coliformes, pueden crecer otros. En
la técnica de tubos múltiples se pue-
de lograr la diferenciación de los
coliformes por la detección de gas
producido durante la fermentación
de la lactosa, sin embargo, en los
frascos del DIRAMIC el gas no pue-
de ser detectado por no tener cam-
panas de Durham incorporadas. La
incubación a 44 oC posibilita dife-
renciar las bacterias coliformes en
totales y fecales, igualmente, por el
gas que producen estos últimos a
esa temperatura. Por este motivo, se
hacía necesario implementar otra
prueba que diferenciara el creci-
miento de Escherichia coli y los co-
liformes del resto de las bacterias
indicadoras de calidad del agua y
además, lograr diferenciar los coli-
formes fecales de los totales.

Esta fue la razón por la cual se le
adicionó al caldo EC el MUG y el
triptófano, substratos de las enzi-
mas β-glucuronidasa y triptofanasa
respectivamente, cuya presencia en
un mismo microorganismo es espe-
cífica de Escherichia coli en la mi-
crobiología del agua.19,20 La  determi-
nación de estas actividades enzimá-
ticas hizo posible demostrar la pre-
sencia de Escherichia coli en 6 h a

Tabla 1. Concentración de los inóculos y tiempo requerido para su detección con el sistema DIRAMIC.

a Intervalo de tiempo obtenido para n =10.
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Tabla 2. Detección de microorganismos indicadores de la calidad del agua utili-
zando el sistema DIRAMIC.

a Promedio para n =10.

omsinagroorciM ovitlucedoideM nóicartnecnoC
ralulec

)Lm001/.léc(

olavretnI
opmeited
nóicceteded a

)h(

01 6 4-3

iloc.E +GUM+CEodlaC
onafótpirt

01 3 7-6

01 42-9

01 6 5-4

semrofiloC +GUM+CEodlaC
onafótpirt

01 3 8-7

01 42-01

01 6 5-4

silaceaf.E FSodlaC 01 3 8-7

01 42-01

01 6 7-6

asonigurea.P adimatecaodlaC 01 3 11-01

01 42-21



Revista CENIC Ciencias Biológicas, Vol. 35, No. 1, 2004.

40

una concentración de 106 cél./100 mL,
9 h para 103 cél./100 mL, o sea dos
horas después de ser detectado el
crecimiento,  y al siguiente día para
10 cél./100 mL . La comprobación de
las actividades enzimáticas directa-
mente en el caldo que sirve para la
detección de la contaminación bac-
teriana de las aguas, a diferencia de
otras metodologías que utilizan
medios con agar incorporado,9,19

ahorra el tiempo requerido para el
desarrollo de las colonias.

Un trabajo similar debe desarro-
llarse para los microorganismos co-
liformes y así lograr su diferencia-
ción de otras bacterias capaces de
crecer en el caldo EC. La detección
de la actividad β-galactosidasa es re-
comendada por la OMS para estos
fines por ser incluso más sensible
que la producción de gas.1

Por último, la contaminación de
la muestra de agua potable estéril
con diferentes concentraciones de
las bacterias reprodujo los resulta-
dos logrados en la detección del cre-
cimiento de los microorganismos
independientes. Los tiempos de de-
tección de la turbidez estaban in-
cluidos en los intervalos estableci-
dos (Tabla 3). La identificación de
Escherichia coli, sin embargo, de-
moró dos horas más que cuando se
trabajó con los microorganismos
por separado para  la concentración
de 106 UFC/mL .

Dada la posibilidad de detectar
diferentes concentraciones de los
microorganismos indicadores de la
calidad del agua en diferentes pe-
ríodos de tiempo, siempre menores
que el tiempo requerido por los
métodos normalizados, el sistema
DIRAMIC puede ser utilizado ade-
más, en el seguimiento y control del
tratamiento de los residuales
hídricos para la evaluación de la efi-
cacia del proceso.

CONCLUSIONES

Con el uso del sistema DIRAMIC
fue posible la detección en diferen-
tes intervalos de tiempo de distin-
tas concentraciones de los principa-
les microorganismos indicadores de
contaminación microbiana en
aguas. Fue posible además, la dife-
renciación entre estos microorga-
nismos mediante el uso de medios
de cultivo selectivos y la identifica-
ción de Escherichia coli. Dentro del
grupo coliforme es necesario utili-
zar un medio de cultivo más selec-
tivo para diferenciarlos en colifor-
mes fecales y coliformes totales.
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Tabla 3. Determinación de bacterias indicadoras de contaminación en una mues-
tra de agua contaminada experimentalmente.a


