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RESUMEN

Este trabajo de tipo experimental presenta la calidad microbiol6gica del agua
purificada envasada en bolsa plastica y comercializada en un mercado del municipio

de Leodn de cinco marcas diferentes denominadas como: A, B, C, Dy E.

Se utilizé la técnica del Namero Mas Probable (NMP) para determinar coliformes
totales y fecales, de acuerdo con el estandar método para analisis de agua y aguas
tratadas, 172 edicion, y el método vertido en placa en la cuantificacion de bacterias
aerobias mesofilas establecido en la USP 45. Ademas, se realizo el ensayo para
investigar la presencia de Pseudomona aeruginosa. Las normativas utilizadas como
referencia para las especificaciones del producto son: la Norma CAPRE y la RTCA

67.04.50.17 Alimentos. Criterios microbiologicos para la inocuidad de alimentos

En las cinco marcas comerciales estudiadas se logré identificar Pseudomona
aeruginosa Yy los resultados de la cuantificacion de Bacterias Aerobias Mesdfilas
(BAM) mayor a 100 UFC/mL, no cumpliendo con los criterios de aceptacion.
Ademas, en la determinacion de coliformes totales, se obtuvo como resultado:
marca A, Cy D <1.1 NMP/100 mL, en la marca B 2.0 NMP/100 mL y en la marca E

8.0 NMP/100mL; y las cinco marcas estan libres de coliformes fecales.

Por tanto, con base a los resultados obtenidos las cinco marcas comerciales
tomadas para este estudio no son aptas para su consumo y no deberian estar

distribuidas en el comercio.

Palabras clave: Pseudomona aeruginosa, coliformes totales y fecales, Norma
CAPRE, Técnica NMP, RTCA 67.04.50.17, Bacteria Aerobias Mesodfilas (BAM)
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LISTA DE ACRONIMOS

RTCA: Reglamento Técnico Centroamericano.

NMP/100 mL: Namero Mas Probable por cada 100 mililitro.
UFC /g: Unidad Formadora de Colonias por cada gramo.
WOH: World Health Organization.

UFC: Unidad Formadora de Colonias.

TDS: Totalmente disuelto.

Spp: Mas de una especie sin nombre.

APHA: Asociacion Americana de Salud Publica.
COVENIN: Comision Venezolana de Normas Industriales.
AWWA: American Water Works Association.

WPCEF: Water Pollution Control Federation.

EPA: Environmental Protection Agency.

CF: Coliformes Fecales.

CT: Coliformes Totales.

n = numero de unidades de muestras a ser analizadas.

m = Criterio microbioldgico por debajo del cual el alimento no representa un riesgo

para la salud.

Cc = numero maximo de unidades de muestra que puede contener un nimero de

microorganismos comprendidos entre m y M para que el alimento sea aceptable.

M = Criterio microbioldgico por encima del cual el alimento representa un riesgo

para la salud.
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.  INTRODUCCION

El agua es esencial para la vida, por eso todas las personas deben disponer de un
abastecimiento satisfactorio (suficiente, seguro y accesible). La mejora en el acceso al
agua de consumo humano puede proporcionar beneficios tangibles para la salud. Se
debe hacer el maximo esfuerzo para lograr que el agua de consumo humano sea lo mas
segura posible. (OMS, 2011)

En el afio 2011 la OMS informé que el mayor riesgo a la salud publica debido a los
microbios del agua se relaciona con el consumo de agua contaminada con heces
humanas o de animales, aunque puede haber otras fuentes y vias de exposicién
significativas. Los brotes de enfermedades transmitidas por el agua se han asociado con
el tratamiento inadecuado del suministro de agua y la gestion insatisfactoria de la
distribucion del agua potable. Por ejemplo, en los sistemas de distribucion, estos brotes
se han vinculado a conexiones cruzadas, contaminacion durante el almacenamiento, baja
presion del agua y suministro intermitente. Los brotes de enfermedades transmitidas por
el agua pueden evitar prevenirse si se aplica un marco integrado de gestion de riesgos
basado en un enfoque de barreras multiples desde la cuenca hasta el consumidor. La
implementacion de un marco integrado de gestidn de riesgos para mantener el agua libre
de la contaminacion en los sistemas de distribucion incluye la proteccion de las fuentes
de agua, la adecuada seleccién y operacién de los procesos de tratamiento del agua
potable y la correcta gestidn de los riesgos dentro de los sistemas de distribucion. (OMS,
2011)

Las enfermedades derivadas por la ingestion de agua son muy frecuentes en paises en
desarrollo; es por esto, que la vigilancia de las entidades gubernamentales sobre las
plantas procesadoras de agua es continua y deben ser controladas durante todas las
etapas del procesamiento desde la recepcion de la materia prima hasta el
almacenamiento y distribucién del producto empacado. A pesar de esto, se evidencia que
en el mercado se expenden productos de diferentes calidades y sin registro sanitarios.
(Torufio & Gonzales, 2017)
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En este contexto, surge la necesidad de investigar y verificar la seguridad del agua que
se comercializa y se consume en un mercado del municipio de Ledn, considerando su
impacto en la salud publica. Es crucial comprender los posibles riesgos asociados con la
contaminacion del agua, asi como identificar las medidas necesarias para garantizar su
adecuada potabilidad y uso seguro en la preparacion de alimentos vendidos en la via

publica.

Hay estudios en los que se ha evaluado la calidad del agua de consumo humano, entre

estos podemos mencionar:

En el afio 2016 Benitez, Ramirez y otros, evaluaron la calidad microbioldgica del agua
envasada en bolsas y botellas que se venden en la ciudad de Maracaibo del Estado Zulia,
Venezuela. Se seleccionaron 10 marcas comerciales de agua envasada, obtenidas en
distintos puntos de venta de la ciudad. El analisis microbioldgico se realizé de acuerdo
con las normas COVENIN, mediante el método del NUmero mas Probable (NMP), para
determinar Coliformes totales, Coliformes fecales, Aerobios mesofilos y Pseudomonas
aeruginosa. Los valores de NMP para coliformes totales estuvieron entre 9,2 y < 2,2,
coliformes fecales entre 5,1 y <2,2 NMP y para Pseudomona, la muestra B mostré el valor
mas alto con un NMP de 28. Se concluye que solo 2 marcas (A 'y G) cumplieron con todos
los requisitos microbiolégicos, siendo éstas aptas para consumo humano. (Benitez et al.,
2016)

En el afilo 2017 Torufio y Gonzéles, estudiaron la calidad microbiol6gica del agua en
bolsas de 5 marcas denominadas como PCH, FRS, BRI, FLIP, OAS comercializadas en
el area de los semaforos de ENEL Central, UCA, Managua. En las 5 marcas se logré
identificar coliformes totales y Escherichia coli. Mediante el método filtracién por
membrana encontraron que PCH contenia 56 UFC/100 mL y 94 UFC/100 mL, en la marca
FRS para un 20 % de Coliformes totales y Coliformes termotolerantes para la marca PCH
con 40 UFC/100 mL para un 10%, y en la identificacion de Escherichia coli se lograron
obtener resultados menores de <1 UFC/100 mL dando las 5 marcas resultados de un

100% de negatividad en la determinacién de Escherichia coli). (Torufio & Gonzales, 2017)
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Uno de los métodos utilizados en este estudio se basa en la técnica Numero Mas
Probable (NMP), en el cual, determina la presencia de microorganismos Coliformes
Totales y Fecales (Molina et al., 2022). Esta determinacion consta de dos fases, la fase
presuntiva y la fase confirmativa (Jiron et al., 2014). Las bacterias coliformes no son
susceptibles a causar enfermedades, pero su presencia indica que el suministro de agua
puede ser vulnerable a la contaminacidn por microorganismos mas dafinos. La presencia
de E. coli en el agua indica contaminacion fecal reciente y la posible presencia de
patégenos causantes de enfermedades, tales como bacterias, virus y parasitos. (Garza

& Martinez, 2019)

Otro de los métodos utilizados es el Recuento o Vertido en Placa para determinar la
cantidad de microorganismos viables en un medio liquido (Ramirez et al., 2018). La
Pseudomona aeruginosa es una de las especies mas reportadas en el agua envasada,
de ahi la importancia de actualizar diferentes aspectos relacionados con los riesgos

microbiolégicos potenciales en aguas envasadas. (Delgado & Morales, 2015)

Con base a esta investigacion, se pretende generar conocimientos e informacién para
fabricantes de agua purificada y autoridades que impulsen a mejorar la calidad del agua,
principalmente las que se venden en bolsas plasticas, y, en consecuencia; mejorar la
calidad de vida de los consumidores, evitando enfermedades provenientes del consumo
de agua. Por tanto, se pretende verificar la calidad microbiolégica del agua purificada
envasada en bolsa plastica y comercializada en un mercado del municipio de Ledn, con
el fin de establecer a través de estos ensayos el cumplimiento de los criterios
microbiolégicos establecidos por la Norma regional CAPRE (Normas de Calidad del Agua
para Consumo Humano) y la RTCA 67.04.50.17 (Alimentos. Criterios microbiolégicos

para la inocuidad de alimentos).

Por tanto, se plantea la siguiente pregunta de investigacion: ¢ Qué parametros de calidad
microbiolégica cumple el agua purificada envasada en bolsas plasticas y comercializadas

en un mercado del municipio de Ledn, mayo 20247
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IIl.  OBJETIVOS

Objetivo general:
v Verificar la calidad microbiologica del agua purificada envasada en bolsa plastica y

comercializada en un mercado del municipio de Ledn, mayo 2024.

Objetivos especificos:

v Cuantificar bacterias aerobias mesdéfilas por la técnica vertido en placa.

v' Determinar coliformes totales y fecales mediante el método microbiol6gico del nUmero
mas probable (NMP).

v ldentificar Pseudomona aeruginosa en las muestras de agua.
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3.1 Generalidades

El agua, es un liquido vital para el hombre, animales y plantas. Frecuentemente actta
como vehiculo de transmisién de microorganismos entéricos. La materia fecal puede
accidentalmente alcanzar una fuente de abastecimiento, siendo la forma mas comun el
ingreso a través de los sistemas de pozo ciego a napas profundas. La presencia de
microorganismos patdgenos en el agua de bebida es un riesgo que se incrementa en las
areas marginales de mayor densidad poblacional o en zonas sin disponibilidad de agua
potable; debido a la incrementacion de la poblaciones, migraciones, crecimiento agricola,
industrias, se ha vuelto un problema de importancia publica a nivel nacional e
internacional como es garantizar la seguridad del agua no contaminada, siendo que llega
a ser causante de enfermedades hidricas para el humano obligando a diversos sistemas
de gobernacion al control rutinariamente de la calidad microbiolégica de las mismas.
(Palacios & Cibeles, 2015)

3.1.1 Caracteristicas del agua
El agua quimicamente pura es un liquido inodoro e insipido; incoloro y transparente en
capas de poco espesor, toma color azul cuando se mira a través de espesores de seis y

ocho metros, porque absorbe las radiaciones rojas. (Palacios & Cibeles, 2015)

Caracteristicas fisicas

% Temperatura: Sus efectos son directo coagulando las proteinas que constituyen la
materia prima o indirectamente aumentando la toxicidad o algunas sustancias y
disminuyendo la tasa de oxigeno disueltos.

% Color: Las aguas varian de color dependiendo de las sustancias disueltas o en
suspension presentes en las misma. El color amarillo es producido por la materia
organica vegetal o animal, en la que acidos humitos y tanicos, el color verdoso se
debe a fitoplancton contenido en el agua.

« Turbidez: La transparencia del agua es importante se utiliza en la industria para la

produccion de productos de consumo humano. La del agua es producida por
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materias tales como arcilla, fango, materia organica e inorganica, compuestos
organicos no solubles y coloreados, plancton y otros microorganismos
microscoépicos. La turbidez y la concentracion de la materia suspendida es dificil
correlacionarla por el tamafio y forma de particula que afectan la dispersion de la

luz y de la suspension. (Palacios & Cibeles, 2015)

Caracteristicas quimicas

% pH: Indica que el agua es acida o basica.

% La capacidad de tampoén: Es decir reduce al minimo los cambios significativos de
pH en un sistema quimico.

% Salinidad: El agua contiene cantidades proporcionales de sal las cuales estan
formados por un acido y una base, como lo es cloruro de sodio.

% Dureza general: se refiere a las concentraciones de magnesio, yodo y calcio.
(Palacios & Cibeles, 2015)

3.1.2 Propiedades del agua

Propiedades quimicas:

% Reacciona con los 6xidos acidos.

% Reacciona con los 6xidos basicos.

% Reacciona con los metales.

%+ Reacciona con los no metales.

% Se une en las sales formando propiedades fisicoquimicas y biolégicas del agua.
(Jirén et al., 2014)

Propiedades fisicas:

+ Estado fisico: solida, liquida y gaseosa.
%+ Color: incolora.

¢+ Sabor: insipida.

+ Olor: inodoro.

+ Densidad: 1 g. /c.c. a 4°C.

%+ Punto de congelacién: 0°C.
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« Punto de ebullicidon: 100°C.
« Presion critica: 217,5 atm.

% Temperatura critica: 374°C.(Jirén et al., 2014)

3.2 Enfermedades transmitidas por el agua a través de bacterias patégenas.
Las bacterias no solo pueden provocar enfermedades cuando entran en el cuerpo
humano a través de los alimentos, las aguas superficiales también pueden ser una fuente

importante de infecciones bacterianas. (Torufio & Gonzales, 2017)

Existen bacterias que se pueden encontrar en aguas superficiales, y las enfermedades

que causan cuando son ingeridas en grandes cantidades junto a los sintomas estas son:

» Escherichia coli: Es principal indicar de contaminacion del agua y abundan en las
heces de origen animal y humano alcanzando en las heces resiente concentraciones
de 109 por gramo. Las diferentes variedades de e. coli asociadas a diarreas son.

» Escherichia Coli Eterotoxigena (ECET): Estas tienen accion en el intestino delgado
provocando diarrea del viajero, infantil, acuosa, espasmos abdominales, nauseas y
febricula.

» Escherichia Coli Enteropatogena (ECEP): Afecta el intestino delgado provocando
diarrea infantil, nduseas, fiebre, vomito, y heces no sanguinolentas.

» Escherichia Coli Entero Invasiva: Tiene efecto en el intestino grueso y provoca fiebre
espasmos, diarrea acuosa y puede progresar a disenteria con escasas heces
sanguinolenta.

» Escherichia Coli Enteroagresiva (ECA): Afecta el intestino delgado y provoca diarrea
infantil, diarrea acuosa persistente con vémito, deshidratacion y fiebre.

» Escherichia Coli Difusante Adherente (ECDA): Afecta el intestino delgado y produce
diarrea acuosa en nifios de 1 a 5 afos.

» Salmonella: Son a menudo patdgenas para el hombre y los animales cuando se
adquiere por via bucal. Se transmite desde los animales y los productos de estos
hacia el hombre, en el cual producen enteritis, infeccion general y fiebre intestinal.

» Salmonella typhi: Producen fiebre tiphoidea. La salmonella digerida llega al intestino

delgado desde donde entra a los vasos linfaticos y a continuacion en los vasos se
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transporta a muchos érganos incluso en el intestino y tejido linfoide intestinal, se
multiplican y excretan en el excremento.

» Salmonella spp: Causa salmonellosis, la cual provoca mareo, calambres intestinales,
vomitos, diarreas y a veces fiebre leve.

» Shigella: Es uno de los agentes etiolégicos de disenteria bacilar, infeccion localizada
y ulcerativa de colon, se elimina por excretas de individuos infectados por via fecal
oral, por aguas o insectos contaminados. La shiguellosis se produce después de la
ingestion de los microorganismos cuya dosis infectante es muy pequefia en la
invasion del epitelio del colon.

e Shiguella Dysenteriae de tipo |: Causa la enfermedad mas severa y es el agente
causal de shiguellosis epidérmica. (Torufio & Gonzéles, 2017)

3.3 Agua envasada

Es aquella apta para el consumo humano, contenida en recipientes herméticamente
cerrados, de materiales, formas y capacidades diversas, aprobadas por las autoridades
competentes y que es adecuada para el consumo directo sin que sea necesario
tratamiento ulterior y con cierre inviolable el cual debera permanecer en tal condicion

hasta que llegue a manos del consumidor final. (Delgado & Morales, 2015)

Se considera, legalmente, un alimento en muchas naciones individuales y por el Codex
Alimentarius de los estados de las Naciones Unidas, que esta reglamentado por Food
and Drug Administration (FDA), que define el agua embotellada como "agua que se
destina al consumo humano y que es sellada en botellas o cualquier otro recipiente con
ingredientes afiadidos, excepto que puede contener opcionalmente agentes
antimicrobianos seguros y adecuados y dentro de las limitaciones, el fluoruro puede
también ser afladido bajo el estandar de calidad. El agua embotellada puede ser utilizada
como una bebida por si mismo o como ingrediente en otras bebidas. La FDA define
también varios tipos de agua embotellada bajo la norma de identidad agua embotellada.
Las empresas encargadas de la distribucién domiciliar del agua potable (ENACAL)

procesan y distribuyen agua al grado de uso humano y para beber, usualmente los
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parametros que vigilan son: dureza, elementos toxicos como el cadmio, plomo, cobre y

cloro en niveles aceptables para el consumo. (Delgado & Morales, 2015)

El cloro se dosifica a medida que se extrae el agua de las fuentes (pozos, vertientes) y
se conoce que el tiempo requerido de contacto del cloro con el agua es de 30 minutos
para eliminar la flora microbiana existente. Es posible que la cantidad de cloro disminuya
en el trayecto de la red subfluvial, y que en lugares lejanos la concentracién sea minima,
como una medida preventiva estas mismas empresas recomiendan hervir el agua

durante 3 0 4 minutos y luego consumirla.

En las aguas embotelladas se utilizan diferentes tipos de agua: como el agua de
manantiales, agua potable proveniente de sistemas publicos y agua mineral de pozos; la
mayoria de estas pasan por un proceso de purificacién antes de pasar al proceso de
embotellado. (Delgado & Morales, 2015)

El primer paso en el embotellado es el proceso de recolecta del agua de una fuente. En
funcién de la fuente, ya sea de la tierra o de un suministro de agua municipal, se
necesitaran diferentes métodos para bombearla o simplemente recolectarla a través de
tuberias. Luego filtrar el agua es uno de los pasos mas importantes de la produccion. Se
utilizan diversos procesos para purificar el agua embotellada, entre los que se pueden
citar son: luz ultravioleta, ozono, la ésmosis inversa y la filtracion de micrones. (Delgado
& Morales, 2015)

El agua embotellada no tiene por qué ser mejor que el agua de la red de agua potable,
que tiene la regulacién de la EPA. La FDA supervisa el proceso de embotellado, en el
gue no se comprueban ciertos contaminantes, como el amianto o los parasitos. Sin
embargo, si se controlan estrictamente el contenido en plomo y en cloro. (Delgado &
Morales, 2015)
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3.3.1 Procesos de purificacion de las aguas envasadas.

Este proceso consiste en purificar el agua proveniente de lagos, rios, pluvial (lluvias) y de
pozos que contienen compuestos dafinos para el ser humano. Deben llevarse a cabo
una serie de procesos con el fin de asegurar que el agua sea apta para el consumo
humano.

» Desinfeccion: El agua se desinfecciona antes de que entre al sistema de
distribucion para asegurar que los microbios potencialmente peligrosos se mueran.
El cloro, cléramelos, o diéxido de cloro son usados mas frecuentemente porque
son desinfectantes mas efectivos, no solo en la planta de tratamiento, pero
también en las tuberias que distribuyen el agua a nuestros hogares y negocios. El
ozono es un desinfectante potente, y una radiacion ultravioleta es un desinfectante
eficaz y un tratamiento para una fuente de aguas relativamente limpia; pero
ninguna de estas es efectiva para controlar contaminantes biolégicos en las
tuberias de distribucion.

» Adsorcién: Contaminantes organicos, colorante no deseado y compuestos que
causan sabor y olor, se pueden pegar a la superficie de un carbén activado en
polvo o granulado y asi se eliminan del agua de tomar.

» Intercambio de lones: El proceso de Intercambio de iones se usa para extraer
contaminantes inorganicos si no se pueden extraer adecuadamente por filtracién
o sedimentacion. El intercambio de iones puede ser utilizado para tratar el agua
dura. También se utiliza para extraer arsénico, exceso de fluoruro, nitratos, radio
y uranio.

» Filtracion: Muchos planteles de procesos de tratamiento de agua usan la filtracion
para extraer todas las particulas del agua. Esas particulas incluyen masillas y limo,
materia natural orgénica, precipita otros procesos en el plantel, hierro y
manganeso Yy microorganismos. La Filtracién clarifica el agua y enaltece la
efectividad de desinfeccion.

» Floculacion/Sedimentacion: Floculacion se refiere a un proceso de tratamiento de
agua que combina o coagula particulas pequeias, que se asientan en el agua
como sedimento. El Alum y las sales de hierro o polimeros sintéticos organicos

(usados solos o en combinacion con sales de metal) se usan generalmente para




“CALIDAD MICROBIOLOGICA DEL AGUA PURIFICADA ENVASADA EN BOLSA PLASTICA Y
COMERCIALIZADA EN UN MERCADO DEL MUNICIPIO DE LEON".

promover la coagulacion. Asentamiento o sedimentacion ocurre naturalmente
como particulas floculadas que se asientan fuera del agua.

» Ozono: La calidad de la desinfeccion con ozono es mejor que la conseguida con
el cloro, debido al gran poder oxidante del ozono. Con el ozono se consigue
eliminar virus, bacterias y microorganismos que son resistentes al cloro. Ademas,
actia con gran rapidez por lo que en pocos segundos se pueden realizar
tratamientos muy efectivos.

» Luz ultravioleta: ya que el cloro no remueve todos los microorganismos, se emplea
tecnologia libre de quimicos para desinfeccion, con el fin, de asegurar que el agua
purificada permanezca absoluta y completamente libre de cualquier tipo de
contaminacion microbiolégica.

» Filtros de carbdn activado: Se hace pasar el agua a través de un filtro con carboén
activado, en bloque o granular. Es uno de los sistemas de tratamientos de agua
muy eficientes para eliminar el cloro, mal olor y sabor del agua y también puede
eliminar sélidos pesados.

» Osmosis inversa: La 6smosis inversa esta basada en la aplicacién de una presion
sobre una disolucion concentrada para que el mismo pase a través de unas
membranas. Al efectuarse ese proceso la mayor parte de las sales disueltas
quedan retenidas y conseguiremos un agua con una menor concentracion salina.
(Delgado & Morales, 2015)

3.4 La calidad microbiolégica del agua envasada.

El agua embotellada o envasada en bolsas puede ser cualquier fuente de agua potable
que recibe tratamientos fisicos y quimicos, y que esta libre de agentes infecciosos. Como
cualquier otro producto alimenticio, debe ser procesada, empacada y almacenada de
manera sanitaria y libre de contaminacion. Ademas de su consumo basico, ésta puede
ser utilizada para la preparacién de formulas infantiles, para reconstituir alimentos en
hospitales, o, ademas, para la limpieza de lentes de contacto, limpieza de heridas y el
llenado de los humidificadores del ambiente. Como casi todos los productos alimenticios,

el agua embotellada no es un producto libre de microorganismos, especificamente de
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bacterias que se encuentra en forma natural en los suministros de agua. (Torufio &
Gonzales, 2017)

Se tiene la percepcion de que una vez que el agua es embotellada, el producto es esteéril,
pero en realidad, el agua que es usada para envasado puede contener grandes
cantidades de bacterias, que en ocasiones exceden los limites permitidos, las cuales se
originan antes, durante y después del envasado y vida de anaquel. Ademas, las practicas
higiénicas deficientes del personal que participa en el procesamiento del agua, o el
manejo inadecuado de los envases, dan como resultado un producto final de mala
calidad. (Rios et al., 2017)

Las fuentes de agua generalmente contienen una microflora muy variada, que incluyen
las siguientes especies: Achromobacter spp., Aeromonas spp., Flavobacterium spp.,
Alcaligens spp., Acinetobacter spp., Cytophaga spp., Moraxella spp., Pseudomonas spp.,
Estas bacterias se encuentran en pequefias cantidades, pero pueden multiplicarse
rapidamente durante el envasado, almacenamiento y distribucion del agua. Existe mucha
controversia sobre el efecto que pueda causar la microflora del agua para consumo
humano. La mayoria de estos organismos no son patogénicos en condiciones normales,
pero han sido responsables de infecciones oportunistas en pacientes hospitalizados,
nifios ancianos e inmunodeprimidos. (Torufio & Gonzéles, 2017)

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA) sugiere que la
cuenta total bacteriana no debe exceder 500 UFC/mL, principalmente por la interferencia
en la deteccién de Coliformes. De acuerdo con las leyes mexicanas, el agua embotellada
no debe contener mas de 100 UFC/mL de CTB. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) establece que el agua debe estar libre de Pseudomonas aeruginosa, debido a la
vulnerabilidad que presentan nifios y personas de la tercera edad a esta bacteria. (Torufio
& Gonzales, 2017)
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3.5 Bacterias Aerobias Mesofilas

El recuento de colonias bacterianas en medios de cultivo con un adecuado soporte
nutricional y libres de agentes inhibidores es ampliamente utilizado con diversos
propésitos en el analisis de alimentos, perecederos o no, agua, equipo y otros productos.
Se pretende contar el maximo numero de microorganismos, y cuando la incubacion se
ha realizado entre los 20 y 37°, se le designa como cuenta de bacterias mesofilicas
aerobias. Refiriéendose al mismo grupo, también se utilizan los calificativos de cuenta total
viable, cuenta estandar en placa, cuenta viable general, cuenta total aerdbica, o cuenta
en placa aerdbica, si a continuacion se indica una temperatura entre los limites anotados.
El grupo es muy heterogéneo y solo comparte entre si sus miembros la capacidad para
formar colonias visibles en las condiciones en las que se desarrolla la prueba. (Castillo,
2015)

Por otra parte, desde el punto de vista cualitativo y cuantitativo, el grupo de bacterias
mesofilicas aerobias solo adquiere realidad cuando se definen, para un producto en
particular, las condiciones en las que se ha efectuado el recuento. Esto es debido a que
la imagen bacteriana va a modificarse, de acuerdo con la temperatura y el tiempo durante
el cual se hayan incubado las placas; de ahi la necesidad de ajustarse rigurosamente a

las obstrucciones que se indican en cada tipo de recuento. (Castillo, 2015)

3.5.1 Significado de su presencia en los alimentos y otros substratos
La cuenta de bacterias mesofilicas aerobias se ha propuesto o se utiliza en la
microbiologia sanitaria con los siguientes objetivos:
a) Como indicador de la posible presencia de gérmenes patégenos.
b) Como indicador del valor comercial de un alimento.
c) Como indicador de las condiciones higiénicas en que ha sido manejado un
producto.
d) Como indicador de la idoneidad de un ingrediente crudo que se va a incorporar a
un alimento.
e) Para seguir la eficiencia de un proceso germicida o de preservacion.

f) Para predecir la vida de anaquel de un alimento. (Castillo, 2015)




“CALIDAD MICROBIOLOGICA DEL AGUA PURIFICADA ENVASADA EN BOLSA PLASTICA Y
COMERCIALIZADA EN UN MERCADO DEL MUNICIPIO DE LEON".

_
©;
L

3.6 Microorganismos indicadores de calidad en el agua.

Los indicadores microbiologicos de calidad del agua son organismos que tienen un
comportamiento similar a microorganismos patdégenos cuya procedencia, concentracion,
habitat y reaccion a factores externos es la de la mayoria. Su presencia determina la
existencia de patdogenos y permite comparar sus reacciones a cambios de pH y
temperatura o aplicacion de medios fisicos o quimicos de desinfeccion, con la ventaja de
ser mas facilmente cultivables o identificables, y econdmicamente factibles. Requieren la
identificacion y cuantificacion de microorganismos por indices de diversidad ajustados a
intervalos que califican la calidad del agua y, aunque la informaciéon microbiolégica
obtenida a partir de su analisis no reemplaza los analisis fisicoquimicos, reduce costos y
aporta informacion en el monitoreo de la calidad del agua Los indicadores microbiolégicos
de contaminacion del agua generalmente han sido bacterias de la flora saprofita
intestinal, entre las que se encuentran Bacteroides Fragilis, Bacterias Mesofilas,
coliformes totales, y fecales (termotolerantes), Escherichia coli y Estreptococos fecales.
(Rios et al., 2017).

3.6.1 Coliformes totales

Este grupo de bacterias pertenece a la familia Enterobacteriaceae, Bacilos Gram
negativos, no esporulados, aerobios o anaerobios facultativos, fermentan la lactosa a
35°C +/-2°C con la produccién de acido y gas, catalasa positiva, moviles en su gran
mayoria por medio de flagelos peritricos. Tienen una importancia relevante como

indicadores de contaminacion del agua y los alimentos. (Ccencho, 2017)

Las bacterias de este género se encuentran principalmente en el intestino de los humanos
y de los animales de sangre caliente, es decir, homeotermos, pero también ampliamente

distribuidas en la naturaleza, especialmente en suelos, semillas y vegetales.

Generalmente, se encuentran recuentos bajos de bacterias coliformes en la leche cruda,
vegetales, carne, aves y otros alimentos crudos, por lo que presentan poco o ningun valor

para el monitoreo de estos. (Ccencho, 2017)
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Estos organismos se eliminan facilmente por tratamiento térmico, por lo cual su presencia
en alimentos sometidos al calor sugiere una contaminacion posterior al tratamiento

térmico o que éste ha sido deficiente. (Ccencho, 2017)

3.6.2 Coliformes fecales

Los coliformes fecales también denominados coliformes termotolerantes, llamados asi
porque soportan temperaturas hasta de 45°C, comprenden un grupo muy reducido de
microorganismos los cuales son indicadores de calidad, ya que son de origen fecal.

En su mayoria estan representados por el microrganismo E. coli, pero se pueden
encontrar, entre otros menos frecuentes, Citrobacter freundii y Klebsiella pneumoniae
estos Ultimos hacen parte de los coliformes Termotolerantes, pero su origen se asocia
normalmente con la vegetacion y solo ocasionalmente aparecen en el intestino. (Chiluiza
& Dario, 2015)

Los coliformes fecales integran el grupo de los coliformes totales, pero se diferencian de
los demas microorganismos que hacen parte de este grupo, en que son indol positivo, su
rango de temperatura 6ptima de crecimiento es muy amplio (hasta 45°C) y son mejores
indicadores de higiene en alimentos y en aguas, la presencia de estos indica presencia
de contaminacién fecal de origen humano o animal, ya que las heces contienen dichos
microorganismos, presentes en la flora intestinal y de ellos entre un 90% y un 100% son
E. coli mientras que en aguas residuales y muestras de agua contaminadas este

porcentaje disminuye hasta un 59%. (Chiluiza & Dario, 2015)

3.6.2.1 Distribucion de los coliformes

Las cepas de coliformes totales y coliformes fecales se encuentran en el suelo, alimentos,
agua, polvo y principalmente en el tracto intestinal del hombre y animales de sangre
caliente. (Chiluiza & Dario, 2015)

Estos organismos se transmiten por contacto con el agua y alimentos contaminados y

falta de higiene.
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Las enfermedades infecciosas son siempre el producto de tres eslabones imprescindibles
de una cadena interrelacionada con el agente infeccioso, llamados factores
epidemiologicos primarios. Reservorio, fuente de infeccion, mecanismo de transmision y
huésped susceptible, que constituye la cadena epidemioldgica de transmision. (Chiluiza

& Dario, 2015)

Potenciando e incluso facilitando la infeccion de estos se hallan los factores
epidemioldgicos secundarios, que condicionan la interrelacién de los seres vivos entre si
y su medio ambiente.
e Factores Biologicos o Endogenos.
e Factores ligados al entorno.
e Estacionales, medio laboral, socioeconémico (vivienda, saneamiento,
hacinamiento) demogréaficos (habitad, estructura social o familiar). (Chiluiza &
Dario, 2015)

3.6.3 Escherichia coli

La Escherichia coli es una de las especies bacterianas mas minuciosamente estudiadas,
y no solamente por sus capacidades patogénicas, sino también como sustrato y modelo
de investigaciones metabdlicas, genéticas, poblacionales y de diversa indole. Forma
parte de la familia Enterobacteriaceae. (Torufio & Gonzales, 2017)

Son Coliformes capaces de producir indol, a partir de triptéfano, en 21 +3 horas a 44
+0.5°C. Es una bacteria en forma de bacilo, anaerobio facultativo, Gram (-), mévil por
flagelos peritricos. Las cepas de E. Coli que colonizan el intestino son generalmente
comensales, debido a factores de virulencia especificos y rasgos fenotipicos que
presenta, se encuentran dentro de esta especie, cepas patdégenas que provocan

diferentes tipos de enfermedades gastrointestinales. (Martinez & Satan de Secaira, 2022)

Dentro de la clasificacion para las cepas de Escherichia coli causantes de diarrea

podemos denotar seis grupos los cuales son:
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e Enterotoxigénica (ETEC)

e Enterohemorragica (EHEC)
e Enteroinvasiva (EIEC)

e Enteropatégena (EPEC)

e Enteroagregativa (EAEC)

e Adherencia difusa (DAEC)

Martinez & Satan de Secaira menciona los sintomas que la E. coli O157:H7 puede
ocasionar, provocando una enfermedad aguda, al cabo de tres o cuatro dias después de
la exposicion con la bacteria patégena. Pero también se da la ocasién que los sintomas
se pueden ver al dia siguiente del contagio o mas de una semana después, lo que nos
demuestra que esta bacteria es muy incierta al momento de saber si fue por esta que se

dio el contagio. (Martinez & Satan de Secaira, 2022)

Los signos y sintomas incluyen los siguientes:
» Diarrea leve y liquida, hasta grave con sangre.
» Calambres en el estbmago, dolores y sensibilidad.

» Nauseas y vomitos. (Martinez & Satan de Secaira, 2022)

Se asocian muchas enfermedades con la contaminacion de los alimentos, ya que pueden
contener microbios dafiinos que pueden afectar gravemente a la salud, sobre todo al
ingerirlos crudos o pocos cocidos como los productos de origen animal: carnes, huevos,
mariscos y leche sin pasteurizar. Ademas, cuando las aguas de consumo humano no han
sido potabilizadas también se pueden presentar las mismas manifestaciones. También
las frutas y verduras tienden a contaminarse en la cadena de produccion de forma
cruzada con alimentos ya dafiados, y de la misma manera en las cocinas o restaurantes.
(Martinez & Satan de Secaira, 2022)

3.6.3.1 Alimentos contaminados con E. coli
Como se conoce la bacteria E. coli se encuentra dentro del grupo de los coliformes

fecales y vive dentro del intestino animal, pero sobrevive fuera de él también; por lo que
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su busqueda es considerada un parametro higiénico sanitario de alimentos y agua para
el consumo. En investigaciones realizadas se ha demostrado que puede permanecer de
forma latente a bajas temperaturas, lo que hace imprescindible la adicion de altas

temperaturas a los alimentos y el agua para erradicarla.

Para el Centro de Prevencion y Control de Enfermedades (CDC), existen muchos
factores que intervienen en la contaminacion de los alimentos, éste establece una lista
de productos que son mas propensos a contaminarse:
» Avesy carnes crudas
Frutas y verduras
Leche cruda, queso y otros productos lacteos
Huevos crudos
Mariscos crudos

Harina cruda

YV V V V V V¥V

Germinados (Martinez & Sétan de Secaira, 2022)

En el manejo de alimentos tanto de origen animal como vegetal, el analisis de los
procesos de manufactura juega un papel muy importante, ya que en estas etapas puede
presentarse una contaminacién cruzada o intencional, lo que provoca que los mismos
presenten una descomposicion de sus caracteristicas fisicas y organolépticas como

consecuencia de la presencia de microrganismos. (Martinez & Satan de Secaira, 2022)

La intoxicacién producida por ingerir alimentos contaminados con bacterias patdgenas
puede ocasionar que se produzca una infeccion gastrointestinal, caracterizada por
sintomas como: calambres abdominales, nausea, vomitos, diarrea y fiebre. (Martinez &
Satan de Secaira, 2022)

3.6.4 Pseudomona aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa pertenece a la familia Pseudomonadaceae y es una especie
de bacilo recto o ligeramente curvado, que miden de 0,5 a 0,8 ym x 1,5 a 3 uym,

gramnegativos pertenecientes a la rama y de las proteobacterias, misma a la que
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pertenecen las enterobacterias, oxidasa positiva, aerobios estrictos, aunque en algunos
casos pueden utilizar el nitrato como aceptor de electrones. Ademas, produce amoniaco
a partir de la arginina, y puede utilizar citrato como Unica fuente de carbono. Los
miembros de este género generalmente son moviles por un flagelo polar, catalasa
positiva y no forman esporas. Algunas especies sintetizan una capsula de
exopolisacarido que facilita la adhesion celular, la formacion de biofilm o biopeliculas que
los protege de la fagocitosis de los anticuerpos o del complemento, propiedad que le
confiere un aumento en su patogenicidad. (Delgado & Morales, 2015)

Los microorganismos de esta especie son ubicuos en el ambiente. Su presencia es
comun en suelos y en agua naturales como lagos y rios en concentraciones desde 10/100
mL hasta > 1 000/100 mL, sin embargo, no es frecuente en agua potable y se detecta en
ella en bajas concentraciones. Esta especie sobrevive en agua destilada y agua
desionizada, ademas, puede encontrarse tanto en ambientes oligotroficos como en

ambientes con alto nimero de nutrientes, como en aguas residuales.

Dentro del género Pseudomonas se encuentran también algunas otras especies como P.
fluorescens, P. putida, P. syringae y P. alcaligenes. P. aeruginosa se encuentra
ampliamente distribuida en la naturaleza, se puede aislar de muestras de suelo, aguas,
aguas de piscinas contaminadas, asi como de plantas y animales. Esta bacteria es capaz
de utilizar una enorme variedad de compuestos organicos como sustrato para crecer,
capacidad que le permite colonizar nichos en los que son escasos los nutrimentos que
otros organismos pueden asimilar. Se ha reportado el aislamiento de P. aeruginosa de
ambientes tan inhdspitos como son el combustible de avién, soluciones de clorhexidina
y el jabon. Contrariamente a lo que parece, todos nosotros estamos en contacto
diariamente con Pseudomona aeruginosa, ya que se encuentra en bajas cantidades en
algunos articulos de limpieza. De hecho, se obtienen aislamientos de esta bacteria a partir
de entre el 2 y el 8% de las heces de personas sanas, lo que nos muestra que nuestro
contacto con esta bacteria es cotidiano y s6lo representa una amenaza para nuestra

salud en condiciones especiales. (Delgado & Morales, 2015)




“CALIDAD MICROBIOLOGICA DEL AGUA PURIFICADA ENVASADA EN BOLSA PLASTICA Y
COMERCIALIZADA EN UN MERCADO DEL MUNICIPIO DE LEON".

3.6.4.1 Relevancia de la presencia de Pseudomona aeruginosa en aguas de
consumo

Aunque la presencia de Pseudomona aeruginosa puede ser significativa en algunos
entornos como en centros sanitarios, no hay evidencia de que los usos normales del agua
de consumo sean una fuente de infeccion para la poblacion general. No obstante, puede
asociarse la presencia de altas concentraciones de Pseudomona aeruginosa en el agua

potable, especialmente en el agua envasada, con quejas sobre su sabor, olor y turbidez.

Pseudomona aeruginosa es sensible a la desinfeccion, por lo que una desinfeccidn
adecuada puede minimizar su entrada en los sistemas de distribucion. Las medidas de
control disefiadas para limitar la formacion de biopeliculas, como el tratamiento para
optimizar la eliminacion del carbono orgéanico, la restriccion del tiempo de residencia del
agua en los sistemas de distribucién y el mantenimiento de concentraciones residuales
de desinfectantes, deberian reducir la proliferaciéon de estos microorganismos. (Delgado
& Morales, 2015)

3.6.4.2 Enfermedades ocasionadas por la Pseudomona aeruginosa

P. aeruginosa tiene la habilidad de causar dafios a distintos érganos del cuerpo y con
diversos grados de severidad segun las caracteristicas del organismo hospedador. En la
mayoria de los casos en que se produce una infeccidbn se debe a una pérdida de la
integridad de las barreras fisicas de defensa del organismo, es patégena solo cuando se
introduce en zonas desprovistas de defensas normales, cuando la bacteria se fija a las
mucosas o a la piel y las coloniza, las invade de manera local y produce enfermedad
general. (Celiz & Soto, 2016)

Las infecciones causadas por P. aeruginosa incluyen, pero no se limitan a:
e |[nfecciones de la sangre.
e Infecciones de las valvulas cardiacas.
e [nfecciones pulmonares.
e [nfecciones del tracto urinario (rifiones y vejiga).

e [nfecciones 6seas.
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Infecciones de perforacion corporal.

e Erupcion cutanea en la bafiera de hidromasaje.
e Infecciones de las ufias.

e Oreja de nadador.

e Infecciones del oido externo.

e Infecciones oculares asociadas a traumatismos 0 uso de lentes de contacto (New
Mexico Department of Health, 2023)

3.7. Métodos para la determinacién bacteriolégica en el agua
Son los procedimientos de laboratorio que se efectian a una muestra de agua para
consumo humano, para evaluar la presencia o0 ausencia, tipo y cantidad de

microorganismos. (Torufio & Gonzales, 2017)

3.7.1 Método de recuento en placa

El recuento en placa es uno de los métodos mas utilizados para determinar cual es el
namero de microorganismos viables en un medio liquido. Cuando la concentracion es
baja se procede a filtrar la muestra a través de una membrana que sera pasada al medio
de cultivo, en una placa de Petri. Los microorganismos retenidos en la membrana se
desarrollaran formando colonias, permitiendo su cuantificacion. Cuando la concentracion
es alta, se procede a la preparacion de diluciones seriadas en una secuencia de 1:10,
alcanzandose diluciones de 107 o mayores. Pequefias alicuotas de esas diluciones son
sembradas en medio nutritivo en placa, donde las bacterias se desarrollan formando
colonias. En las placas donde la concentracion de la alicuota sembrada es muy alta, las
bacterias formaran crecimiento masivo, pero si la concentracién es muy baja, el nUmero
de UFC podra ser muy bajo. Entre los dos extremos de las diluciones, alguna de las
placas contendra un namero de colonias entre 30 y 300, permitiendo la cuantificacion.
(Ramirez et al., 2018)




“CALIDAD MICROBIOLOGICA DEL AGUA PURIFICADA ENVASADA EN BOLSA PLASTICA Y
COMERCIALIZADA EN UN MERCADO DEL MUNICIPIO DE LEON".

£
%Gd
Bt

3.7.2 Variables mas utilizadas del método de recuento en placa

v" El recuento en placa por siembra en profundidad: consiste en afiadir medio de cultivo

fundido y enfriado entre 42 - 45°C sobre placa de Petri que contiene una cantidad
determinada de la muestra diluida. Se tapa la placa y se rota para mezclar la muestra
en el agar. Cuando el agar solidifica se incuban las placas. Las colonias se desarrollan
tanto dentro del agar como en la superficie. Es un método generalmente utilizado para
el recuento de microorganismos anaerobios facultativos o microaerdfilos.

v" El recuento en placa por siembra en superficie: consiste en la siembra de un volumen

conocido de la dilucion de la muestra sobre la superficie de un medio de cultivo en
placa Petri. En este método todas las colonias crecen sobre la superficie del medio.
Generalmente se utiliza esta técnica para el recuento de bacterias aerobias. (Ramirez
et al., 2018)

3.7.3 Método Numero Mas Probable

La determinacion de microorganismos coliformes totales por el método del NUmero mas
Probable (NMP), se fundamenta en la capacidad de este grupo microbiano de fermentar
la lactosa con produccion de acido y gas al incubarlos a 35°C = 1°C durante 48 horas,
utilizando un medio de cultivo que contenga sales biliares. Esta determinacion consta de

dos fases, la fase presuntiva y la fase confirmativa. (Molina et al., 2022)

3.7.3.1 Fase presuntiva
La denominada prueba presuntiva consiste en una metodologia de tipo general para

cualquier grupo de bacterias (Jiron et al., 2014)

El medio de cultivo que se utiliza es el caldo Lauril Sulfato de Sodio el cual permite la
recuperacion de los microorganismos dafiados que se encuentren presentes en la
muestra y que sean capaces de utilizar a la lactosa como fuente de carbono. (Molina et
al., 2022)

Esto es asi porque una positividad en un tubo de la prueba presuntiva no indica

necesariamente la presencia del grupo bacteriano a determinar (Coliformes totales,
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Coliformes fecales o Estreptococos fecales), sino tan solo es una presuncion, que habra

de confirmarse posteriormente. (Jiron et al., 2014)

Sin embargo, una negatividad en la prueba presuntiva permite dictaminar la ausencia de

dicho grupo bacteriano en el agua examinada. (Jiron et al., 2014)

3.7.3.2 Fase confirmativa

La prueba confirmativa abarca para una bacteria en especifico. Se emplea como medio
de cultivo caldo lactosado Bilis Verde Brillante el cual es selectivo y solo permite el
desarrollo de aquellos microorganismos capaces de tolerar tanto las sales biliares como
el Verde Brillante. (Molina et al., 2022)

3.7.3.3 Ventajas del método NMP

s La capacidad de estimar tamafos poblacionales basados en atributos
relacionados a un proceso (selectividad).

% Suele ser mas rapido e igual de confiable que los métodos tradicionales de
esparcimiento en platos de cultivo.

% Se utiliza para contar microorganismos que son dificiles de cultivar en medio
solido.

% Se usa para determinar el nUmero de células de un cultivo mixto que pueden crecer

en un medio liquido determinado. (Molina et al., 2022)

3.7.3.4 Desventajas del método NMP
% No detectan las poblaciones con menos de una célula por mililitro, s6lo permite
microorganismos viables.
+ Tiene la necesidad de un gran niamero de copias duplicadas con las diluciones

adecuadas. (Molina et al., 2022)
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3.8 Pruebas bioquimicas

3.8.1 Oxidasa

Los microorganismos que poseen citocromooxidasa en su cadena respiratoria son
considerados como microorganismo oxidasa positivos. Los citocromos son
hemoproteinas que contienen hierro, actian como el ultimo vinculo en la cadena de la
respiracion aerobia, transfiriendo electrones (hidrégeno) al oxigeno con la formacion de
agua. Todos los microorganismos que son oxidasa positivos son aerobios o anaerobios

facultativos. (Ramirez et al., 2018)

En esta prueba se utilizan algunos colorantes reactivos como el clorhidrato de
p-fenilendiamina que sustituyen al oxigeno como aceptores de electrones. El colorante
es incoloro, pero en presencia de citocromooxidasa y oxigeno atmosférico la
p-fenilendiamina es oxidada y forma azul de indofenol. Esta prueba es utilizada
principalmente para la diferenciacion de las Pseudomonas y Neisserias (oxidas positivo)

de Enterobacterias (oxidasa negativa). (Ramirez et al., 2018)

3.8.2 Catalasa

Esta prueba se utiliza para observar la produccion de la enzima catalasa. La catalasa es
una enzima que se encuentra en el grupo HEM y que se puede localizar en los
microorganismos aerobios y anaerobios facultativos. Su funcion es descomponer el
peréxido de hidrégeno formado durante la oxidacion de los azucares ya que este puede
ser téxico para la célula si se acumula.

En la descomposicién del peréxido de hidrégeno, una molécula actiia como substrato y
la otra como donador; el substrato reducido por los atomos de hidrégeno suministrados
por el donador da como resultado un substrato reducido y un donador oxidado. (Ramirez
et al., 2018)

Catalasa
H202 + H2O2 ———» H20 + O2
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3.9. Normativas

3.9.1 Alimentos. Criterios microbiologicos para la inocuidad de alimentos. (RTCA
67.04.50:17, 2017)

Es un reglamento que trata de establecer pardmetros para la gestion de riesgo que indica
la aceptabilidad del alimento para su registro 0 ya sea el sistema de control para la
inocuidad de los alimentos, basandose en la ausencia o presencia del numero de

microorganismos.

Tabla N° 1: Criterio microbiolégico para el agua envasada

Plan de muestreo Limite
Parametro Tipo de
_ Clase| n |c m M
alimento
Coliformes totales 3 1| <1.1NMP/100mL | ------
5
Pseudomona A _
, 2 0| Ausencia/100 mL | ------
aeruginosa

Fuente: RTCA 67.04.50:17. (2017). Alimentos. Criterios microbiologicos para la

inocuidad de alimentos.
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Tabla N° 2: Clasificacion de los alimentos por riesgos
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Tipos Concepto
Comprende los alimentos que por su naturaleza, composicion, proceso,
A manipulacion y poblaciéon a la que va dirigida, tienen una alta probabilidad de
causar dafio a la salud.
Comprende los alimentos que por su naturaleza, composicion, proceso,
manipulacion y poblacion a la que va dirigida, tienen una mediana probabilidad
B lde causar dafio a la salud.
Comprende los alimentos que por su nhaturaleza, composicion, proceso,
C |manipulacion y poblacién a la que va dirigida, tienen una baja probabilidad de
causar dafio a la salud.

Fuente: RTCA 67.04.50:17. (2017). Alimentos. Criterios microbiolégicos para la
inocuidad de alimentos.

3.9.2 Normaregional CAPRE (Normas de Calidad del Agua para Consumo Humano)

Esta norma de calidad del agua establece los requisitos basicos a los cuales debe

responder la calidad del agua suministrada en los servicios para consumo humano y para

todo consumo doméstico, independientemente de su estado, origen o grado de

tratamiento.
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Tabla N° 3: Parametros Bacteriologicos (a)

Valor
_ ) Valor o .
Origen Parametro (b) maximo Observaciones
recomendado o
admisible
A. Todo tipo de _
_ Coliforme fecal Neg Neg
agua de bebida
En muestras no
B. Agua que entra | Coliforme fecal Neg Neg :
: Consecutivas
al sistema de
distribucién Coliforme total Neg <4
En muestras
Coliforme total Neg <4 puntuales.

C. Agua en el No debe ser
sistema de detectado
distribucién en el 95% de las

Coliforme fecal Neg Neg
muestras anuales
(C).

Fuente: Norma Regional CAPRE, 1994

a. NMP/100 mL, en caso de analisis por tubos multiples, o colonias/100 mL en el
caso de analisis por el método de membranas filtrantes. El indicador bacterioldgico
mas preciso de contaminacion fecal es la Escherichia coli definida en el articulo 4.
La bacteria coliforme total no es un indicador aceptable de la calidad sanitaria de
acueductos rurales, particularmente en areas tropicales donde muchas bacterias
sin significado sanitario se encuentran en la mayoria de los acueductos sin
tratamiento.

b. En los andlisis de control de calidad se determina la presencia de coliformes
totales. En caso de detectarse una muestra positiva se procede al remuestreo y
se investiga la presencia de coliforme fecal. Si el remuestreo da resultado
negativo, no se toma en consideracion la muestra positiva, para la valoracion de

calidad anual. Si el remuestreo da positivo se intensifican las actividades del
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programa de vigilancia sanitaria que se establezca en cada pais. Las muestras
adicionales, recolectadas cuando se intensifican las actividades de inspeccién
sanitaria, no se debe ser consideradas para la valorizacién anual de calidad.

c. Enlos sistemas donde se recolectan menos de 20 muestras al afio el porcentaje

de negatividad debe ser = 90%.
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IV. DISENO METODOLOGICO
4.1 Tipo de estudio: Experimental

4.2 Area de Estudio: En un mercado del municipio de Leén y Laboratorio de
microbiologia de la carrera de Farmacia del Area de Conocimiento de Ciencias Quimicas,
UNAN-Leon.

4.3 Unidad de Andlisis: Agua purificada envasada en bolsa plastica.

4.4 Poblacién: Todas las marcas de agua en bolsa purificada envasada en bolsa plastica

que se comercializan en un mercado del municipio de Ledn.

4.5 Muestra: Lo constituyen las cinco marcas de agua en bolsa purificada envasada en

bolsa plastica que se comercializan en un mercado del municipio de Leon.
4.6 Tipo de muestreo: No probabilistico por conveniencia.

4.7 Criterios de Inclusién:
» Agua purificada que se comercializan en bolsas plasticas en un mercado del
municipio Leon.
» Que su empague no esté roto.
» Que tengan una marca comercial que las identifique.

» Que tenga 0 no registro sanitario.

4.8 Criterios de Exclusion:
» Agua purificada que no se comercializan en bolsas plasticas en un mercado del
municipio de Leon.
» Que su empague esté roto.

» Que no tenga una marca comercial.
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4.9 Variables de estudio:
v Bacteria aerobia mesofila (BAM)
v Coliforme total
v Coliforme fecal
v' Pseudomona aeruginosa

4.10 Fuentes de informacién:

Primaria: Resultados obtenidos por medio de los ensayos microbiolégicos como:
Coliformes totales, fecales, BAM y Pseudomona aeruginosa, se obtendran resultados
sobre el comportamiento de los distintos microorganismos que influyen en la

contaminacion del agua purificada.

Secundaria: Medios bibliograficos como: RTCA 67.04.50.17. Alimentos. Criterios
microbiolégicos para la inocuidad de alimentos, Norma CAPRE, Métodos Normalizados
para el Analisis de Aguas Potables y Residuales 17 Edicién, Farmacopea USP 45,

monografias, articulos cientificos y documentos web que sustenten los resultados.

4.11 Procedimiento de recoleccion de la muestra
Previamente, se investigoé todas las marcas de agua en bolsa que comercializan los
vendedores, o a través de distribuidoras de alimentos dentro del area de un mercado del

municipio de Leon.

Por consiguiente, se recolectd 5 muestras (marcas), denominadas como: marca A, marca
B, marca C, marca D y marca E. Luego, se almacen6 en un termo con hielo a una
temperatura de 4°C - 8°C, que posteriormente, se transportdé al laboratorio de
microbiologia del area de conocimiento de Ciencias Quimicas para realizar cada uno de

los ensayos microbiologicos a evaluar.
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4.12 Procesamiento y Analisis de la Informacion:

Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos microbiologicos de coliformes totales,
fecales, pseudomona aeruginosa y bacteria aerobia mesdfila aplicados en las cinco
muestras de agua purificada envasada en bolsa plastica con sus respectivos lotes, se
analizaron e interpretaron de acuerdo con las caracteristicas de cada uno de los cultivos
obtenidos. Los resultados se presentan en tablas elaboradas en el programa Microsoft
Office 365: Word.

4.13 Operacionalizacion de las variables

Tabla N° 4: Operacionalizacién de las variables de estudio

Variable Concepto Indicadores Criterios
Produccion de gas en
. el medio de cultivo
Son Bacilos Gram : :
: lauril sulfato de sodio
negativos, no esporulados, o . <11
. aerobios o anaerobios |nd|cg la pos@le ,
Coliformes ; presencia de coliforme | NMP/100 mL
totales facultativos, fermentan la totales y presencia de (RTCA
lactosa a 35°C +/-2°C con 67.04.50:17,
- - gas en caldo verde 2017
la produccién de acido y : : )
brillante confirma la
gas. (Ccencho, 2017) :
presencia de
coliformes totales
También llamados
termotolerantes.
Comprenden un grupo . _
| muy reducido de Produccion de gas en | Negativo
Coliformes , . medio de cultivo E. coli (Norma
microorganismos los o ; .
fecales A indica la presencia de Regional
cuales son indicadores de : CAPRE. 1994
; coliforme fecal ; )
calidad, ya que son de
origen fecal. (Chiluiza &
Dario, 2015)
Es una bacteria Colonias de color
gramnegativa que puede | verde fluorescente en _
derivar de heces humanas | agar cetrimide indican = Ausencia/100
Pseudomona | y animales. Se encuentran la presencia de mL
aeruginosa distribuidas con amplitud Pseudomona - f)ZTS%q7
en el suelo, el agua, las aeruginosa 2017)
plantas y los animales.
(Delgado & Morales, 2015)
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. Numero de UFC de Conteo de colonias en | <100 UFC/
Bacterias bacterias | mL
Aerobias capaces de crecer en un una placa con agar (USP 45/NF40

e ; " Digerido de Caseinay
Mesofilas medio agar nutritivo. Sova Volumen 4,
(Castillo, 2015) ya. 2022)

4.14 Materiales, equipos, medios de cultivo y reactivos:

Tabla N° 5: Tabla de materiales

Materiales

3 rollos de papel aluminio.

1 libra de algoddn.

1 litro de Cloro.

Mascarillas y guantes estériles

Y litro de jabdn liquido.

Gorros quirdrgicos.

1 litro de alcohol al 70%.

Marcador permanente.

1 toalla para limpieza.

Bisturi estéril.

2 huevos.

Fosforo.

Tabla N° 6: Tabla de equipos y materiales de laboratorio

Equipos y materiales de laboratorio

Pipeta serolégica de 2, 5y 10 mL.

Matraz de Erlenmeyer de 10 y 1000 mL.

Tubos de ensayo con rosca.

Probeta de 100 mL.

Gradilla.

Mechero Bunsen.

Campana de Durham.

Agitador vértex.

Placas Petri.

Balanza analitica.

Asas de inoculacioén estéril.

Autoclave All American 50X.

Espatula.

Incubadora temperatura (35+0,5°C.)
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Tabla N° 7: Tabla de medios de cultivo y reactivos

Medios de cultivo Reactivos
Agar Digerido de Caseina y Soja. Buffer fosfato de sodio pH 7.2
Agar de Cetrimide. Caldo Lauril sulfato de sodio.
Agar de MacConkey. Agua en bolsa.
Caldo medio verde brillante-bilis-lactosa. Caldo E. Coli.

4.15 Procedimientos para:

4.15.1 Preparacion de la Muestra (Pool):

En un area aséptica, manipular las 5 muestras (marcas) de bolsas de agua que estaban
almacenadas y posteriormente, cortar con una bisturi estéril. De las bolsas individuales
de agua purificada, agregar una porcion en un Erlenmeyer estéril de 250 mL, y mezclar
el contenido a un volumen de 100 mL de muestra (pool), descartando el excedente.

Realizar este procedimiento a las cinco marcas seleccionadas.

4.15.2 Determinacién de microorganismos mesofilos en medio ambiente
1. Como parte del monitoreo ambiental que se debe realizar en un ensayo
microbiolégico, determinar el siguiente procedimiento:
2. Disponer de una placa Petri con Agar Digerido de Caseina y Soja (ADCS) sobre
cualquier lugar en el laboratorio u otro espacio. Después, remover la tapa y dejar
a un lado sin invertirla. Luego, dejar la placa abierta por 15 minutos.
Posteriormente, marcar indicando que es la placa Petri expuesta al aire.

Por ultimo, colocar la tapa sobre la placa, invertir e incubar por 48 horas a 37 °C.

4.15.3 Prueba presuntiva en coliformes totales.
Utilizar tres series de 5 tubos de ensayo que contiene caldo lauril Sulfato de sodio:
1. Alos cinco primeros tubos, adicionar 10 mL de muestra a un medio que contiene
10 mL de caldo de Lauril Sulfato de sodio a doble concentracién. Rotular como 10*
2. Alos cinco tubos siguientes, adicionar 1mL de muestra a un medio que contiene 9

mL de caldo de Lauril Sulfato de sodio a simple concentracién. Rotular como 1072,
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3. Alos ultimos cinco tubos de ensayo, adicionar 0.1 mL de muestra a un medio que
contiene 9.9 mL de caldo de Lauril Sulfato de sodio a simple concentraciéon. Rotular
como 103

4. Dejar un tubo de ensayo con medio de cultivo, para control negativo. A este no
adicionar la muestra.

5. Incubar los tubos inoculados a 35 = 0,5 °C. Tras 24 * 2 horas, agitar cada tubo
suavemente y observar si se produce gas o un crecimiento &cido (color amarillo)
y, en caso contrario, reincubar y volver a examinar al final de 48 + 3 horas. Por

altimo, registrar la presencia o ausencia de gas o acido.

Interpretacion: La aparicion de gas o &cido en los tubos a las 48 + 3 horas constituye
una presunta reaccion positiva. La ausencia de crecimiento, &cido o de formacion de gas
al finalizar el tiempo de incubacién indica una reaccion negativa. Si se encuentran cero
tubos positivos en cada una de las diluciones, la prueba para determinar coliformes

totales concluye.

4.15.4 Prueba confirmativa en Coliformes Totales
1. De los tubos que se considerd positivos en la prueba presuntiva, realizar un
subcultivo a medio caldo verde brillante de lactosa bilis, utilizando un asa de
inoculacion estéril.
2. Luego, incubar a 35 + 0,5 °C durante 48 + 3 horas.

Interpretacion: La formacion de cualquier cantidad de gas en la campana de Durham en
el medio de fermentacién verde brillante de lactosa bilis a las 48 + 3 horas constituye un
resultado positivo en la fase confirmatoria. Calculese el valor del NMP a partir del nimero

de tubos positivos.
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4.15.5 Coliformes fecales
1. De los tubos positivos en la prueba confirmativa, transferir con un asa de
inoculacién a caldo EC contenido en un tubo de ensayo.
2. Luego, incubar los tubos con medio EC inoculados en un bafio Maria a 44,5 +
0,2°C durante 24 £ 2 horas.

Interpretacion: Se considera como reaccion positiva la aparicion de gas en un medio EC
a las 24 horas o0 menos de incubacion. La falta de gas (a veces se produce crecimiento)
constituye un resultado negativo, que indica que el origen de los microorganismos no es

el aparato digestivo de los animales de sangre caliente.

4.15.6 Escherichia coli

De los resultados anteriores que se consideraron positivos, realizar un cultivo sobre la
superficie de pendientes con asa de inoculacion en una placa de Agar MacConkey y
posteriormente, incubar a una temperatura de 30°- 35°C durante un periodo de 18 a 72

horas.

Interpretacion: El crecimiento de colonias rosadas y circulares indica la presencia de E.
Coli.

4.15.7 Identificacién de Pseudomona aeruginosa
1. De la muestra (pool), realizar un cultivo sobre la superficie de pendientes con asa
de inoculacién, en agar Cetrimide.
2. Por ultimo, al cabo de a las 24-36 horas de incubar a 35-37 °C, examinar las placas
con medio de cultivo bajo una luz ultravioleta de larga longitud de onda (luz negra)

en una habitacidén a oscuras.

Interpretacion: El crecimiento de colonias con un tono verde fluorescente indica la

presencia Pseudomona aeruginosa, que aparece a las 24-36 horas de incubar a 35-37°C.
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4.15.8 Conteo de Bacterias Aerobias Mesofilas (BAM)

1. De la muestra de agua (pool), transferir ImL a un tubo de ensayo que contiene 9
mL de diluyente buffer fosfato pH 7.2. Dilucién 102.

2. De la primera dilucion, transferir 1 mL a un tubo de ensayo que contiene 9 mL de
diluyente buffer fosfato pH 7.2. Dilucién 102

3. De cada una de las diluciones, adicionar 1 mL a dos placas Petri vacias y estéril.
Luego, agregar entre 15 a 18 mL de agar Digerido de Caseina y Soya,
homogenizar, esperar a que solidifique e incubar las placas de forma invertidas a
30-35°C por 3-5 dias.

4. Por ultimo, contar el numero de UFC (en caso de que hubiera). Reportar el

resultado de la placa donde se facilita mejor en conteo.
Criterio de aceptacion: Recuento maximo aceptable = 100 UFC/mL;

Por otra parte, cuando no hay crecimiento de colonias, se reporté de la siguiente manera:
<10 UFC /mL.
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5.1 Ensayo microbiolégico para determinar Coliformes totales y fecales por el
método de NMP.

5.1.1. Prueba presuntiva de coliformes totales.

Tabla N° 8: Prueba presuntiva de coliformes totales.

Numero de tubos positivos
NN No. Diluciones
Muestra | 10! 102|103

Marca A 1. 0 0 0
Marca B 2. 1 1 0
Marca C 3. 0 0 0
Marca D 4. 0 0 0
Marca E 5. 3 0 0

Fuente: Resultados de Laboratorio.

5.1.2. Prueba confirmativa de coliformes totales.

Tabla N° 9: Prueba confirmativa de coliformes totales.

Numero de tubos positivos

Nombre No. Diluciones Resultado Especificacion

Muestra | 10 10 10 | NMP/100mL RTCA 67.04.50.17
Marca A 1. 0 0 0 <1.1
Marca B 2. 1 1 0 2.0
Marca C 3. 0 0 0 <1.1 <1.1 NMP/100 mL
Marca D 4. 0 0 0 <11
Marca E 5. 3 0 0 8.0

Fuente: Resultados de Laboratorio.
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Los resultados visualizados en la prueba confirmativa y tomando en cuenta la tabla del
NMP de los métodos normalizados para el andlisis de aguas potables y residuales 17V2
edicion, se obtuvo: marca B; 2.0 NMP/100 mL y marca E; 8.0 NMP/100 mL, y de
acuerdo con el Reglamento técnico Centroamericano (RTCA 67.04.50.17 Alimentos.
Criterios microbioldgicos para la inocuidad de alimentos.) establece el limite aceptable
como "<1.1 NMP/100 mL", por lo cual, no es una condicion aceptable. Segun la cuarta
edicion de las Guias para la calidad de agua de la OMS, la presencia de coliformes totales
indica que el tratamiento es inadecuado. La presencia de coliformes totales en sistemas
de distribucién y en el agua almacenada puede revelar reproliferacion y posible formacion
de biopeliculas, o bien contaminacion por la entrada de materiales extrafios, como tierra
o plantas. (OMS, 2011). Por otra parte, con los resultados de la prueba las marcas A, C
y D reportaron <1.1 NMP/100 mL, por lo tanto, es una condicién aceptable que garantiza
que las coliformes totales y por ende las coliformes fecales no estan presentes en

estas 3 muestras de agua purificada.
5.1.3. Prueba de identificacion de coliformes fecales.

Tabla N° 10: Prueba de identificacién de coliformes fecales.

Especificacién
Nombre Resultado

norma CAPRE
Marca A Negativo Negativo
Marca B Negativo Negativo
Marca C Negativo Negativo
Marca D Negativo Negativo
Marca E Negativo Negativo

Fuente: Resultados de Laboratorio.

Por medio de los resultados visualizados a las 48 horas de incubacion de los subcultivos
en la prueba de identificacion de coliformes fecales de las muestras de agua identificadas
como marca By E, se encontré “Negativo”, por lo cual, cumplen con lo establecido en la

Norma CAPRE, que establece el limite aceptable como "Negativo™; por tanto, es una
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condicion aceptable que garantiza que estos microorganismos con materia fecal no estan
presentes y no fue necesario realizarle pruebas especificas de identificacion de E. coli.
En las muestras identificadas como marca A, C y D, los resultados también son
“Negativos” para coliformes fecales; a estas muestras no fue necesario realizarles el
ensayo de la prueba de identificacion, puesto que como se menciond anteriormente, no
se encontraron tubos positivos en la prueba presuntiva de coliformes. Estos resultados,
son similares a un estudio, realizado en el afio 2014 por Garcia y otros, donde evaluaron
la calidad del agua comercializada en bolsitas en la ciudad de Ledn mediante métodos
Biologicos y Fisicoquimicos, marzo 2014; al realizar el analisis presuntivo del ensayo
NMP a las muestras recolectadas, se encontr0 que las muestras no presentaron
Coliformes Fecales y Totales, por lo tanto al dar negativa dicha prueba no fue necesario
la realizacion de las pruebas confirmativas y complementarias. Por tanto, no hay
indicadores que demuestren que microorganismos fecales causantes de enfermedades

se encuentran presentes en las aguas analizadas por Garcia y otros.
5.2 Cuantificacion Bacterias Aerobias Mesoéfilas (BAM)

Tabla N° 11: Cuantificacion Bacterias Aerobias Mesofilas (BAM)

Recuento de placas
Nombre | No. Muestra  Diluciéon Resultados Especificacién USP 45
Marca 1 >300 x 10 UFC/mL
A b 2 7 x 102 UFC/mL
Marca 1 180 x 10'UFC/mL
B > 2 103 x 102 UFC/mL
Marca 1 >300 x 101 UFC/mL <100 UFC/mL
C > 2 86 x 102 UFC/mL
Marca 1 >300 x 10 UFC/mL
D * 2 194 x 10?2 UFC/mL
Marca 1 96 x 10 UFC/mL
E > 2 88 x 102 UFC/mL

Fuente: Resultados de Laboratorio.
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Los resultados visualizados a los cinco dias de incubacion, se obtuvo que las cinco
marcas (A, B, C, D y E) de agua, no cumplen con el valor recomendado establecido por
la USP 45/NF40 que declara "<100 UFC/mL". Segun el departamento de higiene,
inspeccion y control alimentario de la Universidad de Murcia, con las cantidades
presentes de bacterias aerobias mesodfilas, los consumidores de este tipo de agua,
pudieran presentar un namero elevado de bacterias que crecen bien a temperatura
corporal o préxima a ella, lo que significa que pueden darse condiciones favorables a la
multiplicacion de los microorganismos patdgenos de origen humano o animal, algunas
comunes como agentes de enfermedades transmitidas por los alimentos (Proteus,
Enterococos y Pseudomonas), que han sido sefialadas como causa de enfermedades.

(Universidad de Murcia, 2024)

5.3 Ensayo microbioldgico para identificaciéon de Pseudomona aeruginosa.

Tabla N° 12: Identificacion de Pseudomona aeruginosa.

Identificacién en placas
Nombre | No. muestra Resultados Especificacion RTCA 67.04.50.17
Marca A 1. Presencia/100 mL
Marca B 2. Presencia/100 mL
Marca C 3. Presencia/100 mL Ausencia/100 mL
Marca D 4. Presencia/100 mL
Marca E 5. Presencia/100 mL

Fuente: Resultados de Laboratorio.

Con los resultados visualizados al cabo de las 48 horas, se determind la presencia de
Pseudomona aeruginosa en las 5 muestras de agua purificada envasada en bolsa
plastica, y de acuerdo con el Reglamento técnico Centroamericano (RTCA 67.04.50.17
Alimentos. Criterios microbiologicos para la inocuidad de alimentos.) establece el limite
aceptable para este ensayo como "Ausencia/l00 mL". Segun Delgado y Morales,
aunque la presencia de Pseudomona aeruginosa puede ser significativa en algunos

entornos como en centros sanitarios, no hay evidencia de que los usos normales del agua
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de consumo sean una fuente de infeccion para la poblacion general. No obstante, puede
asociarse la presencia de altas concentraciones de Pseudomona aeruginosa en el agua
potable, especialmente en el agua envasada, con quejas sobre su sabor, olor y turbidez,
(Delgado & Morales, 2015) por lo cual, su consumo hace que la bacteria se fija a las
mucosas 0 a la piel y las coloniza, las invade de manera local y produce enfermedad
general (Infecciones pulmonares. Infecciones del tracto urinario (rifiones y vejiga).
Infecciones éseas. Infecciones de perforacion corporal.) (Celiz & Soto, 2016) (New
Mexico Department of Health, 2023)
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VI. CONCLUSION

Al realizar el estudio para verificar la calidad microbiolégica del agua purificada

envasada en bolsas plasticas de las marcas A, B, C, Dy E, se pudo concluir:

» En las marcas de agua purificada envasada en bolsa plastica denominadas como
A, Cy D, se encontr6 que cumplen con el criterio establecido de coliformes totales
en el RTCA 67.04.50.17 que es < 1.1 NMP/100 mL, en cambio, las marcas By E;

no cumplen con el criterio de evaluacion.

» Se obtuvo como resultado “Negativo” de coliformes fecales en todas las marcas

de agua cumpliendo con lo establecido en la Norma CAPRE.

» En todas las muestras de agua, se obtuvo un resultado de microorganismo
aerobios mesofilos mayor de lo establecido (<100 UFC/mL) por la USP 45/NF40.

» En todas las marcas de agua analizadas, se encontré la presencia de
Pseudomona aeruginosa, por tanto, no cumplen con la especificacion que
establece la RTCA 67.04.50.17 (Alimentos. Criterios microbiolégicos para la

inocuidad de alimentos.)

De acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos realizados durante esta
investigacion, todas las marcas de agua purificada envasada en bolsa plastica no son
aptas para su consumo y no deberian estar distribuidas en el comercio.
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VII. RECOMENDACIONES

A la poblacién:

Procurar de cargar en todo momento, algun recipiente donde podamos almacenar agua
limpia, sana y segura desde nuestros hogares, logrando satisfacer la falta de hidratacion,
ocasionada por las elevadas temperaturas de nuestro departamento, protegiendo, sobre

todo nuestra salud.

A los comerciantes:

Buscar empresas distribuidoras de agua, que ofrezcan productos de fuentes seguras,
gue cuenten con los permisos y parametros establecidos por el Ministerio de Salud, que
garantice un producto de calidad, que no perjudica a la salud de la poblacién.

A las empresas procesadoras y distribuidoras de aguas envasadas:

Realizar una evaluacion amplia donde se evalle los requisitos fisicos, quimicos y
microbiolégicos que debe cumplir el agua potable tratada y envasada destinada para el
consumo humano; constante de sus productos antes, durante y después del
procesamiento de estos, segun las normas establecidas para el agua envasada.

A la universidad:

Realizar investigaciones en conjunto con el Ministerio de Salud, que permitan abordar

ampliamente esta problematica.
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IX. ANEXOS
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Anexo N° 1. Glosario de términos

CAPRE: Comité Coordinador Regional de Instituciones de Agua Potable y Saneamiento
de Centroamérica, Panama y Republica Dominicana. Norma Regional de Calidad del
Agua. (Norma Regional CAPRE, 1994)

RTCA: Reglamento Técnico Centroamericano. Es un reglamento que conlleva a
establecer los requisitos que se deben cumplir de productos alimenticios para consumo
humano. (RTCA 67.04.50:17, 2017)

Agua: El agua, es un liquido vital para el hombre, animales y plantas. (Palacios & Cibeles,
2015)

Agua envasada: Es aquella apta para el consumo humano, contenida en recipientes
herméticamente cerrados, de materiales, formas y capacidades diversas, aprobadas por
las autoridades competentes y que es adecuada para el consumo directo sin que sea
necesario tratamiento ulterior y con cierre inviolable el cual debera permanecer en tal

condicién hasta que llegue a manos del consumidor final. (Delgado & Morales, 2015)

Coliformes Totales: Este grupo de bacterias pertenece a la familia Enterobacteriacea,
Bacilos Gram negativos, no esporulados, aerobios o anaerobios facultativos, fermentan
la lactosa a 35°C +/-2°C con la produccion de acido y gas, catalasa positiva, méviles en
su gran mayoria por medio de flagelos peritricos. (Ccencho, 2017)

Coliformes Fecales: También llamadas Termotolerantes. Son bacterias coliformes,
aerobias o facultativas anaerobias, Gram negativas, no formadoras de esporas, forma

bacilar y crece con lactosa y la fermentan a 44.5°C + 0.5°C (Chiluiza & Dario, 2015)

Escherichia Coli: Son Coliformes capaces de producir indol, a partir de triptéfano, en 21
+3 horas a 44 +£0.5°C. (Toruiio & Gonzales, 2017)
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Método de recuento en placa: El recuento en placa es uno de los métodos mas
utilizados para determinar cuél es el nUumero de microorganismos viables en un medio

liquido. (Ramirez et al., 2018)

Método Numero Mas Probable: Se fundamenta en la capacidad de este grupo
microbiano de fermentar la lactosa con produccion de acido y gas al incubarlos a 35°C +
1°C durante 48 horas., utilizando un medio de cultivo que contenga sales biliares. Esta
determinacion consta de dos fases, la fase presuntiva y la fase confirmativa. (Molina et
al., 2022)




“CALIDAD MICROBIOLOGICA DEL AGUA PURIFICADA ENVASADA EN BOLSA PLASTICA Y

COMERCIALIZADA EN UN MERCADO DEL MUNICIPIO DE LEON”. i
Anexo N° 2.

Imagen N° 1. Esquema de procedimientos del ensayo microbiologico del agua
purificada envasada en bolsa plastica.

Identificaciéon Pseudomona

¢ g F Agregar 15-18 mL de
Cuantificacion Bacteria oo 06 CHllivo
; - Pyt Caseina y soye
aeruginosa Aerobia Mesdfila o iz
Positivo 1mL

(presencia)

. e =
ee g

1mL ; : ]

' o f/ (J

Incubar 35-37°x24h

Interpretacion: El crecimiento
de colonias que indica la
posible presencia de P T
Aeruginosa, que aparece a las

24-36 horas de incubar a 35-

r-c Negativo

(Ausencia)

Agar Cetrimide

10r/|l.

Primera dilucionD —‘ —‘ —‘ D
1ML
Prueba presuntiva
Segunda dilucion

0.amML

-~ Uit

gas
A‘
L--- .

~r~~, -

Si el tubo presenta gas en

Incubar a 35-37 °C. la campana de Durham, se
considera positivo y se

durante 24-48 horas. pasa a la prueba
confirmativa.

Fuente: Aula virtual, &rea de conocimiento de ciencias quimicas, carrera de farmacia,
componente: Control microbioldgico de los medicamentos.
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Imagen N° 2. Continuacion de esquema de procedimientos del ensayo microbiolégico
del agua purificada envasada en bolsa plastica.

Resultado de prueba

presuntiva
Tubos positivos: X
Primera
dilucion
+ + +
e —
T —— = Realizar un subcultivo a
Segunda medio Verde Brillante -
dilucién utilizando un Asa de Tubos positivos: X
inoculacion
Incubar 35 £ 0,5 *C durante
+ + 48 + 3 horas
B
Tercera Tubos positivos: x
dilucién ’ J
W u
4|
Resultado de prueba 56l Wbo presonta ges et la

A

campana de Durham, se considera
positivo y se pasa a la prueba de
coliforme fecales

N

confirmativa

o Positivo
Tubo Positivo (presencia)
de caldo E.
=== coli. Agar MacConkey
Incubar a 30°-
— 35°C durante un
—_—>
; riodo de 18 a
Medio Verde Caldo E. coli gg horas
brillante Incubar en bano ’
Tubo positivo. Mariaad44,5+0,2 Negativo
*Cdurante 24 +2 (Ausencia)
horas.

Prueba coliforme fecal Identificacion E. Coli

Fuente: Aula virtual, area de conocimiento de ciencias quimicas, carrera de farmacia,
componente: Control microbiol6gico de los medicamentos.

I




“CALIDAD MICROBIOLOGICA DEL AGUA PURIFICADA ENVASADA EN BOLSA PLASTICA Y
COMERCIALIZADA EN UN MERCADO DEL MUNICIPIO DE LEON".

@
Anexo N° 3.

Tabla N° 13: Valores del Numero Mas Probable de microorganismos

TABLA 9221:V. INDICE DE NMP VLIMITES DE ACEPTACION DEL 95 POR 100 PARA DISTINTAS
COMEINACIONES DE RESULTADOS POSITIVOS CUANDO SE USAN CTNCO TUBOS POR DILUCION
(I0ML, 10 ML, 0.1 ML)

Limites de Limites de
ndice confianza 93 % Indice confianza 95 %
Combinacion  NMP/ E Combinacion  NMF/ —_—— e ——-
de positivos 100 ml  Superior  Inferior de positivos 100 ml  Superior  Inferior

00 < 1 — 4. 2.0 21 9.0 56
0-0-1 2 L 10 4.1-1 26 12 65
0-1-0 2 10 10 430 27 12 67
0-2-0 - 10 13 4.1.1 k] 15 17
4-4-0 LE] 16 %0
100 2 Lo Il Sy 23 a0 ]
11 4 10 15 a1 in I I10
1-1-0 4 1.0 15 502 40 20 140
1-1-1 fi 20 18 310 i 10 120
1-20 L] 20 1% 51-1 a0 20 150
5.1-2 60 1] 180
200 4 10 17 5.2.0 50 20 170
2-0-1 7 20 20 5e2:1 70 30 210
2-1-0 7 0 21 522 90 A0 250
2-1-1 9 10 24 530 20 30 250
2-2.0 9 30 25 5-3-1 1 4 30
2-30 12 50 29 532 144 60 360
3-0-0 S o 24 5-3-3 170 B0 410
301 11 40 29 5-4-0 130 30 390
3-1-0 It 40 29 5-4-1 170 0 480
3-1-1 14 6,0 35 5-4-2 20 100 550
320 14 6,0 35 5-4-3 280 120 69
3241 17 70 40 544 350 160 B20
400 13 30 3% 550 240 100 940
&0-1 17 70 43 5-5-1 00 100 1.300)
4-1-0 17 7.0 46 3-5-2 500 200 2000
4-1-1 21 o0 5% 553 G0 300 2900y
4-1-2 26 12 &3 5.5-4 1.600 H00 5.300

5-5.5 = 1.600 — —

¢l denominador, el total de tubos estudia-  unicamente el numero total de fubos po-

dos; la combinacion de positivos indica sitivos por dilucion:
Combinacion
1 0,1 a0 0,001 de indice NMP/
Ejemplo ml mi ml ml psitivos 100 ml
a 35 55 2/5 05 5-2-0 50040
b 55 45 /5 /5 542 2,200
:

05 /5

/5 03 0-1-0 20

Fuente: APHA-AWWA-WPCF. (1989). Métodos normalizados para el andlisis de aguas

potables y residuales 17va Edicion.
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Anexo N° 4,

Preparacion de medio y agares de cultivo

Caldo Lauril Sulfato:

Método de preparacion

Se disolvié 28.5 g en 800 mililitros de agua destilada a concentracion simple.
Luego se envaso en tubos que contengan tubos de Durham. (15 minutos a 121 °C
en autoclave). El pH: 6.8 £0.2 a 25 °C.

Se disolvio 35.6 g en 500 mililitros de agua destilada a concentracién doble. Luego
se envaso en tubos que contengan tubos de Durham. (15 minutos a 121 °C en
autoclave). El pH: 6.8 £+ 0.2 a 25 °C.

Caldo Verde Brillante-Bilis-Lactosa

Método de preparacion

Se disolvié 3 g en 75 mililitros. Luego, se envaso en tubos que contengan campana
de Durham y se esterilizé en autoclave (15 minutos a 121 °C). El pH: 6.8 £+ 0.2 a
25 °C.

Caldo EC
Método de preparacion
Se disolvié 1.48 g en 40 mililitros de agua destilada. Luego, se envasé en tubos

de ensayo y se esterilizé en autoclave (15 minutos a 121 °C).

Agar de Cetrimide

Método de preparacion

Se disolvié 9.12 g en 200 mililitros de agua purificada que contenia 10 mL de
glicerol. Luego, se calentd en agua hirviendo y se agitd con frecuencia hasta la
disolucién completa. Por ultimo, se envaso en tubos de ensayo y se esterilizo en
autoclave (15 minutos a 121 °C). El pH: 7.2 £ 0.2.

£
t@a
Bt
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e) Agar Digerido de Caseinay Soya (Agar Triptona de Soya)
Método de preparacion
Se disolvio 24 g en 600 mililitros de agua destilada. Luego, se calentd en agua
hirviendo y se agit6 con frecuencia hasta la disolucion completa. Por ultimo, se

esteriliz6 en una autoclave durante 15 minutos a 121 °C). El pH: 7.3 £ 0.2 a 25 °C.

f) Buffer Fosfato de sodio pH 7.2

Método de preparacion

Se disolvio 5.4436 g de fosfato monobasico de potasio 0.2 M en 200 mililitros de
agua destilada que contenia 0.28 g de hidréxido de sodio previamente agregado.
Luego, se agit6 con frecuencia hasta la disoluciébn completa. Por consiguiente, se
verifico en un pH metro que su pH fuera el indicado, en dado caso que no, se
agrego paulatinamente ml de hidréxido de sodio hasta que su solucién completara
a niveles de 7.2. Por ultimo, se esterilizo en una autoclave durante 15 minutos a
121 °C).
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Anexo N°5. Imagenes de los resultados obtenidos. Imagen N° 4. Control negativo

Imagen N° 3. Prueba presuntiva de coliformes totales

W ‘--).' 1)) g
Wiy 7P

)

Control negativo
prueba
presuntiva.

\‘

Fuente: resultados de laboratorio

Fuente: Resultados de laboratorio Diluciones de la prueba
presuntiva que salieron
negativas.

Diluciones de la prueba
presuntiva que salieron
negativas.

Fuente: Resultados de laboratorio.
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Imagen N° 6. Diluciones de la prueba presuntiva que salieron positivas

Diluciones de la prueba presuntiva
gue salieron positivas:

e Marca B: 1 dilucién 10
1 dilucién 107

e Marca E: 3 diluciones 10

Fuente: resultados de laboratorio.

Imagen N° 7. Identificacion de Pseudomona aeruginosa

Se realizara un subcultivo a la muestra
4, que confirme si realmente contiene
Pseudomona aeruginosa o no.

Imagen N° 8. Subcultivo P. A muestra 4

Se confirmo6 que la
muestra 4 contiene
Pseudomona
aeruginosa.

Fuente: Resultados de laboratorio Fuente: Resultados de laboratorio
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Imagen N° 9. Conteo BAM: muestra 1, dilucién 1y 2

1 Conteo de las BAM en la
' muestra A, dilucion 102

v 7 x102UFC/mL
(promedio)

Conteo de las BAM en la
= | muestra A, dilucion 10%:

v' >300 x 10'UFC/mL
(promedio)

Fuente: Resultados de laboratorio

Imagen N° 10. Conteo BAM: muestra 2, dilucién 1

Conteo de las BAM en la
muestra B, dilucion 10%:

v/ 180 x 10* UFC/mL
(promedio)

Fuente: resultados de laboratorio.
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Imagen N° 11. Conteo BAM: muestra 2, dilucién 2

% N
////
/ \ Conteo de las BAM en la
| / muestra B, dilucion 102
| \ v" 103 x 102 UFC/mL
74 (promedio)
\\_— 7
S

Fuente: resultados de laboratorio

Imagen N° 12. Conteo BAM: muestra 3, dilucién 1

Conteo de las BAM en la
muestra C, dilucién 10

v' >300 x 101 UFC/mL
(promedio)

Fuente: resultados de laboratorio

Imagen N° 13. Conteo BAM: muestra 3, dilucién 2

Conteo de las BAM en la
muestra C, dilucién 102

v/ 86 x 102 UFC/mL
(promedio)

Fuente: resultados de laboratorio
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Imagen N° 14. Conteo BAM: muestra 4, dilucién 1

Conteo de las BAM en la
muestra E, dilucion 10

v/ >300 x 10' UFC/mL
(promedio)

Fuente: resultados de laboratorio

Imagen N° 15. Conteo BAM: muestra 4, dilucién 2

Conteo de las BAM en la
muestra E, dilucion 102

v' 194 x 102 UFC/mL
(promedio)

Fuente: resultados de laboratorio

Imagen N° 16. Conteo BAM: muestra 5, dilucion 1
Conteo de las BAM en la

/ muestra E, dilucién 10%
N v 96 x 10' UFC/mL
A

(promedio)

Fuente: Resultados de laboratorio.
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Imagen N° 17. Conteo BAM: muestra 5, dilucién 2

Conteo de las BAM en la
muestra E, dilucion 102

v/ 88 x 102 UFC/mL
(promedio)

Fuente: resultados de laboratorio.

Imagen N° 18. Control medio ambiental

Resultado de control
medio ambiental:
negativo.

Fuente: Resultados de laboratorio.
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Imagen N° 19. Prueba confirmativa de coliformes totales

Diluciones de la prueba
confirmativa que salieron
positivas:

e Marca B: 1 dilucién 10%
1 dilucién 102

e Marca E: 3 diluciones 10*

Control negativo de la prueba
confirmativa

Resultados de la muestraBy E
en la determinacion de
coliforme fecal: negativo.

Fuente: Resultados de laboratorio.

Imagen N° 20. Prueba coliforme fecales Imagen N° 21. Control negativo C.F

Fuente: Resultados de laboratorio.

Fuente: Resultados de laboratorio.




