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1. Titulo

Estudio Bacterioldgico de Cinco Marcas de Agua Embotellada sin Gas, Expendidas

en la Ciudad de Loja.



2. Resumen

El agua es, en el hombre, el liquido en el que se produce el proceso de la vida, aunque
dependemos de ella, nuestro organismo no es capaz de sintetizarla en cantidades
suficientes, por lo que debe ingerirse regularmente. En las tltimas tres décadas, el consumo
de agua embotellada a nivel mundial ha crecido a un ritmo constante, se tiene la percepcion
de que una vez que el agua es embotellada, el producto es estéril, pero en realidad puede
contener grandes cantidades de bacterias, lo cual implica falta de sanitizacion. El presente
estudio de tipo descriptivo y corte transversal, evalu6 la calidad bacteriologica de 5 marcas
comerciales de agua embotellada sin gas expendidas en la ciudad de Loja, de acuerdo a la
norma INEN 2200. La seleccion se realizd mediante encuesta a los estudiantes de la
Facultad de Salud de la Universidad Nacional de Loja; de las marcas elegidas se realiz6 un
muestreo al azar en tiendas de abarrotes ubicadas dentro del casco urbano de la ciudad. Las
muestras consistieron en presentaciones de 500 y 750 mL, con fecha de expiracion vigente;
procesando dos lotes por marca durante el 7 de noviembre del 2017 y 26 de enero del
2018. Se empled la técnica de filtracion de membrana, para detectar los indicadores:
Coliformes Totales y E. coli. Se determind la presencia de Coliformes Totales en 7,5% de
las muestras para la marca V y en el 10% de las muestras para la marca C; no se detect6 la

presencia de E. coli.

Palabras clave: Evaluacion microbiologica, Método de Filtracion de Membrana



Summary

The water is, in the man, the liquid where the life process is produced, although we
depend on it, our body is not able to synthesize it in enough quantities, so it has to be
ingested regularly. In the last three decades, the consumption of bottled water worldwide
has grown steadily, we have the perception that once the water is bottled, the product is
sterile, but actually it can contain large amounts of bacteria, which implies lack of
sanitization. The current descriptive, cross-sectional study, evaluated the bacteriological
quality of five commercial brands of non-carbonated bottled water, expended in the city of
Loja, according to INEN 2200 standard. The selection was carried out through a survey
applied to the students of the Faculty of Medicine at the “Universidad Nacional de Loja”;
from the chosen brands a random sampling was performed in different grocery stores
situated inside the urban area of the city. The samples consist of 500 and 750 ml bottles,
with valid expiration date; processing two lots per brand during November 7th, 2017 and
January 26th, 2018. The membrane filtration technique was used, to detect the indicators:
Coliformes Totales and E. coli. The presence of Coliformes Totales was determined in a
7,5% of the samples for the brand V and in a 10% of the samples for the brand C; the

presence of E. coli was not detected.

Key words: Microbiological evaluation, Membrane Filtration Method.



3. Introduccion

El agua es en el hombre, el liquido en el que se produce el proceso de la vida, es
fundamental para todas las funciones del organismo y es también su componente mas
abundante. Nuestro metabolismo proporciona una produccién endoégena de 350 ml diarios
de agua, por lo que se necesita una aportacion exdgena de 2.150 ml para cubrir las

pérdidas. (Carbajal, 2014, p. 71)

El agua embotellada, desde que comenzé a venderse en garrafones de vidrio en 1970
en varias partes del mundo, se ha convertido en un gran negocio apoyado por la moda y el
estatus, superando en la Ultima década las expectativas de venta, al alcanzar al afio la

comercializacion de mas de 180 mil millones de litros del liquido. (Camarillo, 2015, p. 2)

Por lo general se tiene la percepcion de que una vez que el agua es embotellada, el
producto es estéril, pero en realidad, el agua que es usada para envasado puede contener
grandes cantidades de bacterias, de tal manera que, si no se toman las precauciones
sanitarias adecuadas, el agua embotellada puede contener bacterias que se reproducen a
concentraciones, que podrian representar un riesgo a la salud (Gonzalez, Gutierrez, &

Grande, 2012, p. 120)

La contaminacion en el agua embotellada, ha sido reportada por diferentes autores
alrededor del mundo. Estudios indican, que mas del 40% de muestras procedentes de seis
estados de la India presentaron bacterias heterotroficas (BHT) con mas de 100 UFC /mL y
de estas el 44% presentaron coliformes totales. Por otro lado, en Londrina-Brasil, se
determin6 que la presencia de coliformes totales, Escherichia coli, Enterococos fecales,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus spp y heterotréficos en agua, aumentaba 42,2%

por el proceso inadecuado de envasado (Arteaga, 2016, p. 6)



El presente estudio tiene como proposito indagar si las muestras procesadas cumplen o
no la normativa vigente para Coliformes totales y E. coli generando datos reales para la

poblaciéon consumidora.

La investigacion analizo la calidad bacteriologica del agua embotellada, seleccionando
5 marcas de agua mediante encuesta, las cuales se adquirieron en tiendas de abarrote de la
localidad. Se llevaron a cabo dos muestreos durante el mes de noviembre del 2017 y enero
del 2018 en el Laboratorio de Andlisis Quimico de la Universidad Nacional de Loja

ubicado en la Reinaldo Espinosa y Av. Pio Jaramillo Alvarado, La Argelia.



4. Revision de la Literatura

4.1 Agua

4.1.1. Definicion

El agua es “el componente mas abundante en la superficie terrestre; forma la lluvia, los
rios y los mares; y de manera fundamental, llega a formar parte constituyente de todos los

organismos vivos” (Real académia espainiola [RAE], 2014).

4.1.2. Funciones bioldgicas en el ser humano

Es el vehiculo para el transporte de hormonas, metabolitos en la sangre, y para la
excrecion de productos de desecho a los pulmones, los rifiones, el intestino o la piel para

ser eliminados (Carbajal & Gonzalez, 2012, p. 72).

El agua (aceptando o donando protones) también contribuye al mantenimiento del pH,
esencial para la vida, ya que la actividad de muchos procesos, como por ejemplo la

actividad enzimatica, es pH dependiente (Carbajal & Gonzalez, p. 75).

Es imprescindible para mantener el volumen celular, un requisito importante para la

vida (Carbajal & Gonzalez, 2012, p. 75).

Actua como lubricante: la saliva lubrica la boca y facilita la masticacion y la deglucion,
las lagrimas lubrican los ojos y limpian cualquier impureza, el liquido sinovial bafia las
articulaciones, y las secreciones mucosas lubrican el aparato digestivo, el respiratorio y el

genitourinario (Carbajal & Gonzélez, 2012, p. 74).

Proporciona flexibilidad, turgencia y elasticidad a los tejidos. El liquido del globo

ocular, el cefalorraquideo, el liquido amnidtico y, en general, los liquidos del organismo



amortiguan y nos protegen cuando andamos y corremos (Carbajal & Gonzalez, 2012,

p.71).

Mantiene la temperatura corporal constante, independientemente del entorno y de la
actividad metabolica; disipando la carga extra de calor para evitar variaciones de

temperatura que podrian ser fatales (Carbajal & Gonzalez, 2012, p. 76).

4.2 Agua Potable

Es aquella suministrada por la red publica de agua, esta libre de sustancias y
microorganismos que puedan afectar la salud, con caracteristicas fisicas, quimicas
microbioldgicas tratadas a fin de garantizar su aptitud para consumo humano (Servicio

Ecuatoriano de Normalizacion [INEN], 2014, p. 2).

Sin embargo, una gran parte de esta agua se contamina en el trayecto o en el interior de
los domicilios, muchas cisternas tienen filtraciones, grietas o huecos que permiten la

entrada de insectos y animales portadores de bacterias (Huerta, 2013, p. 41).

4.3 Agua Envasada

Es aquella que se destina al consumo humano, se la sella en botellas u otros recipientes
sin ingredientes anadidos; excepto agentes antimicrobianos seguros y adecuados como el
fluoruro que puede afiadirse opcionalmente dentro de ciertas limitaciones especificadas

(Administracion de medicamentos y alimentos [FDA], 2017).

Se considera agua purificada envasada a las aguas destinadas al consumo humano que
sean sometidas a procesos fisico quimicos como destilacion, desionizacion, Osmosis

inversa, de desinfeccion u otros procesos; sea carbonatada o no (INEN, 2017, p. 2).



4.3.1 Tipos de agua envasada

Existen tres categorias de aguas envasadas que se diferencian por sus propiedades
naturales o por los potenciales tratamientos a los que son sometidas en las plantas de

embotellado:

Aguas minerales naturales. Son aguas subterraneas bacteriologicamente sanas y de

composicidon quimica constante que se diferencian de las restantes aguas potables:

Por su naturaleza: caracterizadas por su contenido en determinados minerales,

oligoelementos y otros componentes.

Por su pureza original: Al residir en un acuifero subterrdneo preservado por un

perimetro de proteccion legalmente establecido al respecto (Aneabe, 2016, p. 29).

Aguas de manantial. Son aguas de origen subterraneo que poseen unas caracteristicas
naturales de pureza que permiten su consumo. Se rigen por los criterios de potabilidad de

las aguas de consumo publico (Aneabe, 2016, p. 30).

Aguas preparadas. Son aquellas que han sido sometidas a tratamientos fisico-quimicos
diversos (0smosis, ozono, ultravioleta, ...) para hacerlas potables y cumplan, asi, los

mismos requisitos sanitarios que las aguas de consumo publico. Pueden ser:

Aguas potables preparadas: Pueden tener cualquier origen, tanto subterrdneo como

superficial.

Aguas de abastecimiento publico preparadas: Su procedencia es la red publica (Aneabe,

2016, p. 30).



4.4 Métodos de Purificacion del Agua

Desinfeccion con cloro. - Puede ser realizada con cloro gaseoso (gas licuado a
presion), cal clorada (polvo), hipoclorito de sodio (solucion liquida) e hipoclorito de calcio
(polvo, granulos y tabletas). Usar la cantidad necesaria de cloro es fundamental para que
una parte quede en el agua, y asi se eliminen nuevos gérmenes (Plataforma de
conocimiento sobre construccion ambientalmente sostenible de infraestructura en Amércia

latina y El Caribe [KPESIC], 2016, p. 8-9).

Radiacion ultravioleta. El rango de la longitud de onda tiene propiedad germicida, que
incide sobre material genético de microorganismos y virus, destruyendo en corto plazo
estos patdogenos. Esta técnica desinfectar sin producir cambios fisicos o quimicos en el

agua (KPESIC, 2016, p. 11).

Filtracion. Provoca la remocion de particulas suspendidas y coloidales, a través de un
medio poroso. Constituye el Gltimo paso en la clarificacion del agua, disefiado y operado
convenientemente, puede ser un sistema de desinfeccion del agua (KPESIC, 2016,

p. 12-13).

Ozono. Como purificador de agua, el ozono es un gas muy efectivo porque
descompone los organismos vivos sin dejar residuos quimicos que puedan dafiar la salud o

alterar el sabor del agua (Huerta, 2013, p. 42).

Osmosis inversa. El proceso de 6smosis inversa utiliza una membrana semipermeable
que separa y elimina del agua s6lidos, sustancias organicas, virus y bacterias disueltas en el

agua (Huerta, 2013, p. 42).
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4.5 Regulacion del Agua Envasada

Se entiende por Buenas Practicas de Manufactura de Alimentos (BPM) al conjunto de
operaciones de higiene y elaboracion que incluye recomendaciones sobre procesos,
materia prima, producto, instalaciones, equipos y personal con el objetivo de obtener
alimentos inocuos, y que establecen los requerimientos minimos con relacion a manejo de
instalaciones, recepcion y almacenamiento, mantenimiento de equipos, entrenamiento e
higiene del personal de limpieza y desinfeccion, control de plagas, rechazo de productos,

control de proveedores y control de calidad (Pepe, 2015, p. 5).

En Ecuador la Agencia Nacional de Regulacion, Control y Vigilancia Sanitaria ARCSA
es la institucion encargada de realizar permanentemente controles, con el objetivo de
garantizar que los establecimientos que comercializan productos de uso y consumo
humano cumplan con la normativa sanitaria; lo que incluye a las plantas embotelladoras de
agua, que deben cumplir obligatoriamente con procedimientos higiénicos sanitarios que
garanticen a los consumidores que en todas las etapas de produccion hasta la entrega del
producto final se ha aplicado un riguroso y efectivo control (Agencia Nacional de

Regulacion,Control y Vigilancia Sanitaria [ARCSA], 2017, parr. 4-5).

4.6 Indicadores Microbioldgicos de Calidad del Agua

Los indicadores microbioldgicos de calidad del agua son organismos que tienen un
comportamiento similar a microorganismos patdogenos. Su presencia determina la
existencia de patdgenos, permitiendo comparar sus reacciones a cambios de pH y
temperatura o aplicacion de medios fisicos o quimicos de desinfeccion (Rios, Agudelo, &

Gutierrez, 2017, p. 238).
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4.6.1 Coliformes totales

El grupo coliforme abarca los géneros Klebsiella, Escherichia, Enterobacter,
Citrobacter y Serratia. Excepto E. coli se hallan en grandes cantidades en el ambiente
(fuentes de agua, vegetacion y suelos), no necesariamente se los asocia con la
contaminacion fecal ya que no representan un riesgo evidente para la salud. Las bacterias
coliformes, no deben estar presentes en sistemas de abastecimiento, almacenamiento y
distribucion de agua, y si asi ocurriese, ello es indicio de que el tratamiento fue
inadecuado. Se ha demostrado que las especies de Enterobacter y Klebsiella colonizan con
frecuencia las superficies interiores de las cafierias de agua y tanques de almacenamiento

(Marchand, 2011, parr 12).

4.6.2 Coliformes fecales

Son aquellos provenientes de la materia fecal, de los cuales su habitad natural es el
intestino tanto de humanos como de animales, comparten caracteristicas con los coliformes
totales y otras como lo son: Crecen con lactosa y la fermentan a 44.5°C + 2°C produciendo
acido y gas en las primeras 48h de incubacion. El género E. coli es el mas ampliamente
utilizado como indicador de contaminacion en la calidad del agua, ya que es el mas

especifico determinante de contaminacion fecal (Rosas Ronzon, 2013, p. 22).

4.7 Fundamento de la Técnica de Filtracion de Membrana

Se basa en la filtraciébn de una muestra de agua para concentrar células (bacterias)
viables sobre la superficie de membrana y transferirlas a un medio de cultivo apropiado
para contar el nimero de unidades formadores de colonias (UFC) desarrolladas luego de
un periodo de incubacion. La técnica de filtracion por membrana utiliza un mecanismo

mediante el cual se atrapan en la superficie de una membrana microorganismos cuyo
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tamafio es mayor que el poro de membrana (0,45 um), esto gracias a una bomba eléctrica

que ejerce una presion de vacio diferencial sobre la muestra de agua (Vivanco, 2014,

p. 16).

Las bacterias quedan en la superficie de la membrana y luego ésta es llevada a un
medio enriquecido, selectivo o diferencial, entonces a través de un proceso de intercambio
metabolico e incubacion, se produce el crecimiento de microorganismos (UFC). Esta
técnica es altamente reproducible y proporciona resultados cuantitativos, es una manera
rapida y simple de estimar poblaciones bacterianas en agua y util al momento de evaluar

numerosas pruebas diarias (Vivanco, 2014, p. 16).

4.8 Métodos Rapidos para la Enumeracion de Microorganismos Indicadores

Realizar analisis microbioldgico tradicional es una tarea que consume gran cantidad de
tiempo y trabajo, por ello se han desarrollado métodos rapidos, faciles de utilizar, faciles
para cuantificar y detectar microrganismos, ya que en ocasiones es necesario dar resultados
rapidos, que permitan tomar decisiones en periodos de tiempo corto, y no es posible,
debido a que se debe esperar que los microorganismos crezcan en los medios de cultivo y
lograr visualizar su presencia, su crecimiento es lento y a menudo los microrganismos de
interés se encuentran en cantidades muy pequefias con respecto a la flora microbiana
restante, lo que implica un pre-enriquecimiento previo en medios selectivos, invirtiendo un
mayor tiempo. Los métodos rapidos, por tanto; ofrecen la posibilidad de evitar algunos
pasos de la técnica tradicional; es decir ayudan con, ahorro de tiempo y trabajo (Pérez,

2018, p. 23-24).
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4.8.1 Placas petrifilm

Las placas 3M Petrifilm™ constituyen unos de los multiples sistemas que han sido

disefiados para facilitar la realizacion del analisis microbioldgico de los alimentos.

Constan de dos delgadas laminas con diversos componentes que reproducen (con gran
proximidad) la situacion de una placa convencional de medio de cultivo solido. Al tratarse
de placas ya preparadas (su uso no requiere mas que la inoculaciéon de la muestra, la
incubacion y la lectura) y muy finas, se facilitan tanto el transporte como la realizacion de
las determinaciones y se ahorra espacio en las estufas de incubacion. Por otra parte, las
placas incluyen un fondo cuadriculado que facilita la ubicacion de las colonias (Rodriguez,

2014, p. 17).

Placa Petrifilm™ para recuento de E. coli /coliformes

La placa Petrfilm™ para recuento de E. coli/ coliformes esta compuesta por una lamina
de papel con una cuadricula impresa recubierta de polipropileno conteniendo nutrientes del
medio Bilis Glucosa con cristales de Violeta y Rojo neutro (VRBG), el indicador 5-bromo-
4-cloro-3-indolil-beta-D-glucorénido (BCIG) y un agente gelificantes soluble en agua fria
(el area donde se desarrollan los microorganismos esta definida por una pelicula intermedia
de espuma). Se complementa en la parte superior con otra ldmina de polipropileno que
contiene gel soluble en agua fria y tricloruro de trifenil tetrazolio como indicador (Infante,

2016, p. 37).

La mayoria de las E. coli (cerca del 97%) produce beta-glucoronidasa, la que a su vez
produce un precipitado azul asociado con la colonia. La pelicula superior atrapa el gas
producido por la lactosa que fermentan E. coli y Coliformes. Cerca del 95% de E. coli

produce gas, representado por colonias entre azules y rojo-azules asociadas a gas atrapado,
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mientras que los Coliformes son colonias rojas asociadas con burbujas de gas. Estas placas
se incuban por 24 +/- 2 horas a 35°C para cuantificar Coliformes / E. coli, pero; para
mayor precision de E. coli se deja 48 +/- 2 horas a la misma temperatura (Santizo, 2017,

p. 34).

4.9 Fuentes de Contaminacion del Agua

A medida que el agua viaja a través de la superficie de la tierra o a través del suelo,
disuelve minerales que se producen de manera natural y, en algunos casos, material
radioactivo. Es posible que incorpore sustancias que surgen de la presencia de animales o
de la actividad humana: contaminantes microbianos, tales como virus y bacterias, que
pueden provenir de plantas de tratamiento de aguas residuales, sistemas sépticos,
operaciones agricolas y ganaderas, vida silvestre; contaminantes inorganicos, como sales y
metales, que pueden producirse de manera natural o ser el resultado de escurrimientos, las
industrias o las descargas de aguas residuales domésticas, la produccion de hidrocarburos,
la mineria o la agricultura; pesticidas y herbicidas, que provienen de una variedad de
fuentes tales como agricultura, y usos residenciales; contaminantes quimicos organicos
incluidos los sintéticos y volatiles, que son subproductos de procesos industriales y
produccion de petrdleo, y que también pueden provenir de estaciones de servicio, y
sistemas sépticos; ademas de contaminantes radioactivos, lo que puede ocurrir de manera
natural o ser el resultado de la produccion de hidrocarburos o actividades mineras (Gilbert,

2016, p. 2-3).

4.10 Agua Contaminada y su Efecto en la Salud

El agua contaminada y el saneamiento deficiente estan relacionados con la transmision

de enfermedades como el codlera, la disenteria, la hepatitis A, la fiebre tifoidea y la
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poliomielitis. Los servicios de agua y saneamiento inexistentes, insuficientes o gestionados
de forma inapropiada exponen a la poblacion a riesgos prevenibles para su salud

(Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2018, parr 7).

Se calcula que unas 842.000 personas mueren cada afio de diarrea como consecuencia
de la insalubridad del agua, de un saneamiento insuficiente o de una mala higiene de las

manos (OMS, 2018, parr 8-9).
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5. Materiales y Métodos

5.1 Tipo de Estudio

La presente investigacion es de tipo descriptivo, y de corte transversal.

5.2 Area de Estudio

Cinco marcas comerciales de agua embotellada sin gas expendidas en la ciudad de Loja
seleccionadas mediante encuesta; siendo éstas las mas consumidas por los estudiantes de la

Facultad de la Salud Humana de la Universidad Nacional de Loja.

5.3 Universo y Muestra

El universo estuvo conformado por todas las aguas embotelladas sin gas de las marcas
seleccionadas con presentaciones de 500 y 750 mL; que presentaban Registro Sanitario,
mismo lote, y fecha de expiracion vigente en los dos muestreos y que se expendian en la
ciudad de Loja. El primer muestreo se proceso del 8 de noviembre al 13 de diciembre y el
segundo del 20 de diciembre al 26 de enero, tomandose dos lotes por marca durante el

estudio.

Con la finalidad de reunir la mayor cantidad de datos posibles la muestra estuvo
conformada por 20 botellas que presentaban las caracteristicas mencionadas; ya que el
muestreo que evaltia la conformidad del producto lo realiza inicamente el organismo

certificador o acreditador aplicando la norma INEN 1077 vigente.

5.4 Codificacion e Identificacion de muestras

Se analizo6 un total de 200 muestras, 40 por cada marca durante los dos muestreos, para

facilitar su procesamiento fueron codificadas de la siguiente manera (Tabla 1).
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Tabla 1

Codigos asignados a las marcas analizadas

Marca Tipo de Agua Primer Segundo
muestreo muestreo

Vivant Agua Purificada Envasada \" \'A
Dasani Agua Purificada Envasada sin Gas D D’
Pure Water Agua Purificada Envasada P P’
Cielo Agua Purificada Envasada sin Gas C C
Manantial Agua Purificada y Envasada sin Gas M M’

Fuente: Elaboracion propia
Autora: Andrea Ivanova Angamarca Bautista

5.5 Criterios de Inclusion y Exclusion

5.5.1 Criterios de inclusion.

* Muestras de agua embotellada en presentaciones de 500 a 750 mL
* Muestras con Registro Sanitario, conservadas a temperatura ambiente, de un mismo
lote.

* Muestras con envases integros y cierre hermético

5.5.2 Criterios de exclusion.

* Muestras que durante el transporte al laboratorio sufran alguna rotura en el envase

Muestras que durante el procesamiento se vean afectadas por la rotura de la membrana

filtrante utilizada para la misma.
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5.6 Métodos, Técnicas y Procedimientos

Fase pre-analitica

= Autorizacion para el procesamiento de muestras en el Laboratorio de Analisis Quimico
del Centro de Investigacion la Universidad Nacional de Loja; por el director del Centro
de Investigacion de la Universidad Nacional de Loja Dr. Nikolay Aguirre (Anexo 1)

= Aplicacién de encuesta para la seleccion de las marcas de agua que van hacer
procesadas (Anexo 2)

* Protocolo de transporte de muestras segiin la norma (Anexo 3)

Fase analitica

Codificacion, identificacion y registro de muestras (Anexo 4)

Determinacion de Coliformes Totales y Fecales (E. coli) (Anexo 5)

Fase post-analitica

Registro de los resultados obtenidos (Anexo 6)

Foérmula para el Recuento de Coliformes Totales/ E. coli (Anexo 7)

5.7 Tabulacion y analisis de resultados

La tabulacion de los resultados se expresa en tablas y porcentajes.
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6. Resultados
Determinacion de Coliformes Totales
Tabla 2.

Determinacion de Coliformes totales

Muestras que

Muestras de presentaron UFC/250 mL Porcentajes de
agua contaminacion muestras
embotellada bacteriolégica positivas a
contaminacion
Primer Segundo Primer Segundo
muestreo muestreo muestreo  muestreo
V,V’=40 V3,V5 \ 3 1 7,5%
D,D’=40 - - - - 0%
P,P’=40 - - - - 0%
C,C =40 C12,C14 C3,C4 3 2 10%
M, M’=40 - - - - 0%

Clave: (-) no presenta contaminacion
Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio
Autora: Andrea Ivanova Angamarca Bautista

Grafico 1.

Determinacion de Coliformes totales

M; 0%

C; 10%
P, D;O%
0
on
mV mD =P C/IMI

Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio
Autora: Andrea Ivanova Angamarca Bautista
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Interpretacion. En la Tabla y Figura 2 se observa la presencia de contaminacion por
Coliformes totales en 2 marcas, 7,5% de muestras para la marca V y 10% de muestras para

la marca C.

Determinacion de Coliformes fecales (E. coli)

El total de muestras cumplieron con la normativa para E. coli, siendo 0 UFC/250 mL el

limite de aceptacion.
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Evaluacion de la calidad bacteriolégica de las marcas de agua analizadas

Tabla 3

Ranking de calidad bacteriologica

N° de Posicion de

Marcas de Agua Porcentajes de Muestras Acuerdo al
Contaminadas Cumplimiento de la
Norma INEN 2200
M 0%
D 0% 1
P 0%
A% 7,5% 2
C 10% 3

Fuente: Elaboracion propia
Autora: Andrea Ivanova Angamarca Bautista

Interpretacion. La evaluacion bacterioldgica de las marcas analizadas se determind
con una especie de ranking, teniéndose en cuenta el cumplimiento de los parametros
establecidos por la norma INEN 2200 que indica, ausencia de Coliformes totales y E. coli
como limite de aceptacion. En tercera posicion se ubica la marca C con un 10% de
contaminacion de las muestras, seguida por la marca V con un 7,5% de contaminacion; en

tanto que, las marcas M, D y P ocuparon el primer lugar.
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7. Discusion

El estudio arrojo resultados esperados respecto a los rangos establecidos para E. coli
por la Norma INEN 2200 que indica ausencia o no detectables como limite de aceptacion;

sin embargo, si se evidenci6 la presencia de Coliformes totales.

Realizando un analisis con estudios nacionales, se encontrd similitudes, asi como

diferencias; por lo que se dan a conocer los mismos:

Arteaga (2017) en la investigacion realizada en el canton Riobamba, provincia de
Chimborazo, demostréo que de las 10 marcas de agua embotellada que se evaluaron, el
100% cumplia con los parametros establecidos respecto a coliformes fecales y totales,
tanto por el método del NMP como en la técnica 3M™ Petrifilm™ (Arteaga, 2016, p. 70-
71); si bien en los dos estudios se utiliza la técnica de 3M™Petriflm™, el tamafo de
muestra 40 por marca, pudo haber sido un factor favorable para obtener resultados mucho
mas reales; ya que, en el estudio antes mencionado se analizd6 3 muestras por marca sin

mencionar si pertenecen a un mismo lote.

Otro estudio realizado por Macias (2015) evalu6 la calidad microbioldgica de las aguas
embotelladas comercializadas en la ciudad de Babahoyo provincia de Los Rios,
determinando que 3 de las 5 marcas estudiadas sobrepasan el indicador establecido para
aerobios mesofilos considerandose no aptas para el consumo humano; con respecto a
coliformes, las 5 marcas cumplieron la Norma INEN 2200 (Macias, 2015, p. 57). Aunque
en ¢éste estudio no se evidencia Coliformes totales, la presencia de aerobios mesoéfilos
sobrepasa la normativa que indica 25 UFC/mL como limite de aceptacion, lo que indica no

aptas para su consumo.
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Por otro lado, el estudio realizado por el Instituto Nacional de Estadistica y Censos
(INEC) en diciembre de 2016, muestra la contaminaciéon de agua embotellada a escala
nacional en un 28,6 % para E. coli; siendo la misma evaluada con un reactivo que
determinaba de forma momentanea la presencia o ausencia de la bacteria E. coli (Alarcon,
2017, parr 1,6 y 8); si comparamos nuestro estudio con el ya mencionado, podemos

observar gran diferencia en cuanto al método utilizado y al porcentaje de contaminacion.

Villegas (2013) en el estudio realizado en aguas envasadas en funda a temperatura
ambiente y refrigeracion en el Canton Shushufindi de la Provincia de Sucumbios, demostro
que de las 6 marcas analizadas en su totalidad excedian el limite de aerobios mesofilos, asi
mismo todas las marcas presentaron colonias de Coliformes totales (Villegas, 2013, p. 87-
88); aunque éste estudio se realizd en aguas envasadas en funda; lo que hace posible un
mayor riesgo de contaminacion; se puede observar la similitud existente en cuanto a la

presencia de Coliformes totales.

Tanto en el presente estudio como en algunos de los anteriormente citados, se puede
evidenciar la presencia de microorganismos que afectan a la salud humana causando

problemas gastrointestinales.
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8. Conclusiones

Por lo evidenciado en el estudio, se puede concluir que:

Existe presencia de Coliformes Totales en 7,5% de las muestras para la marca V'y 10%
de las muestras para la marca C; lo cual podria deberse a multiples factores en el

proceso de elaboracion.

La ausencia de E. coli en la totalidad de muestras, indica el cumplimiento de la

normativa INEN 2200 que considera 0 UFC/250mL como limite de aceptacion.

La marca V y la marca C no cumplen con la normativa para Coliformes totales que
considera microorganismo no detectable como limite de aceptacion, en tanto que las

marcas P, M y D si lo hacen para los indicadores microbioldgicos evaluados.
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9. Recomendaciones

Para evitar falsos positivos, validar el método a utilizarse con controles positivo y

negativo.

En la medida de lo posible tener un control negativo por muestra

Llevar un registro de uso y mantenimiento de los equipos utilizados

Se recomienda la evaluacion e inspeccion sanitaria y vigilancia continua por parte de
los organismos reguladores como el departamento de Agencia Nacional de Regulacion
Control y Vigilancia Sanitaria (ARCSA) cuya responsabilidad es extender los registros

sanitarios y posteriormente evaluar si se ésta cumpliendo con la normativa de calidad.
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11. Anexos

Anexo 1.- Autorizacion para el Procesamiento de Muestras

Loja, 26 de Octubre del 2017

Dr. Nikolay Aguirre Mendoza
DIRECTOR DEL CENTRO DE INVESTIGACION DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA

De mis consideraciones:

Yo, Andrea Ivanova Angamarca Bautista con C.1 1104133721 estudiante del VilI Ciclo de la
Carrera de Laboratorio Clinico de la Facultad de Salud Humana de la Universidad Nacional
de Loja, solicito de !a manera mas comedida se digne autorizar la realizacion de mi
proyecto titulado: ESTUDIO BACT! ERIOLOGICO DE CINCO MARCAS DE AGUA
EMBOTELLADA S5iN GAS, EXPENDIDAS EN LA CIUDAD DE LOJA, para el desarrollo del
mismo requiero realizar el procesamiento de las muestras en el Laboratorio de
Microbiologia del Centro de Andlisis Quimico de la Universidad Nacional de Loja.

Esperando ser atendida favorablemente, le antelo mi més sincero agradecimiento.

Muy atentamente,

e

.....

foats

Andrea Ivanova Angamarca Bautista

Solicitante

U N L. DRECCON GENERAL DF YESTIACINE

s le

FECIBIDOPOR ivnvenrnve
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Anexo 2.- Encuesta Aplicada para la Seleccion de las Marcas de Agua

ENCUESTA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
FACULTAD DE LA SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

La presente encuesta sobre el consumo de agua emboteliada se la realiza con el fin de
interpretar, cuiles son las principales marcas de agua consumidas por los estudiantes
de la Facultad de la Salud Humana; necesaria para el tema de Tesis: “ESTUDIO
BACTERIOLOGICO DE 5 MARCAS DE AGUA EMBOTELLADA SIN GAS,

EXPENDIDAS EN LA CIUDAD DE LOJA”.

1. DATOS INFORMATIVOS
Carrera: (‘jn«&r ALY
Edad: 20

2. INSTRUCCIONES

De 1a manera més comedida solicito a usted se digne contestar esta encuesta, sefialando con

una X la opcién que considere apropiada.
1. ;Consume usted agua embotellada?
si [N No[ ]
2. ;Cudl es la presentacién de agua embotellada que consume con mayor frecuencia?

1/2 Litro 1 Litrol__]

3. De las marcas de agua embotcllada que se encuentran en el mercado. Indique en
orden de preferencia las que usted consume; siendo el nfimero mas alto el de menor

preferencia y el niimero mas bajo el de mayor preferencia.

All Natural

34



E} Vivant
[3] Dasani
[5] Manantial
[{] Cielo
[(£] Pure Water
[Z] Las Rocas

Otra, especifique

Mlnsunc'

4. ;En qué lugar adquiere su agua embotellada?
Tiendas locales [Z] Supermercados I:]

5. ;Con qué frecuencia toma agua embotellada? De ser a diario, especifique las veces
que la consume.

Oﬂu vet o \g yemauner .

GRACIAS POR SU COLABORACION
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Anexo 3.- Protocolo de Transporte de Muestra

1. Enviar las muestras al laboratorio en su envase original

2. Colocar las botellas de agua en recipientes isotérmicos, para preservar la integridad del
envase

3. Mantener el recipiente o caja cerrado hasta llegar al laboratorio, para evitar la

exposicion a la luz solar.

Fuente: NTE INEN 1529-2:99 Control microbiolégico de los alimentos toma, envio y

preparacion de muestras para el andlisis microbiologico. Paginas 10-11



Anexo 4.- Codificacion, identificacion y registro de muestras
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Marca
Identificacion Método de Identificacion de
comercial Registro sanitario Fecha de Elab/ Contenido
del lote purificacion muestras
(Codigo) Exp Neto
F. Elab: 11/10/17
4L (11-10-17) Vi, ... , V20
F. Exp: 11/03/18 500 mL Osmosis
v 13534-ALN-0217 F. Elab: 10/01/18 Inversa , ,
4L(10‘01'18) F EXp: 10/06/18 V 1, ....... ,V20
F. Elab: 15/10/17
L40QN D1, ....... , D20
F. Exp: 12/02/18 600 mL o .
smosis
D 3303-LH-1214 F. Elab: 26/12/17 |
nversa y Ozono i )
LGGY F. EXpI 22/04/18 D1,.... , D20
F. Elab: 10/ 11/17
LMI3 P1, ........ P20
F. Exp: 10/02/18 625 mL . .,
Filtracion y
P 06208-INHQAN-0106 E. Elab: 14/12/17 . .
Osmosis Inversa i ’
LC1 F. Exp: 14/03/18 P, ... P20
Clave: (........ ) significa que la identificacion de la muestra sigue la numeracion en orden secuencial

Fuente Datos obtenidos en la recoleccion

Autora: Andrea Ivanova Angamarca Bautista
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Marca Fecha de Contenido
Identificacion Método de Identificacion de
comercial Registro sanitario Elab/ Exp Neto
del lote Purificacion muestras
(Cédigo)
F. Elab: 14/11/17
L14Nov2017 Filtracion, Cl, ... , C20
2078-INHG-AM-1203 F. Exp: 14/04/18 625mL
C Rayos Ultravioleta
F. Elab: 13/01/18
L13Ene2018 y Ozono Cl1, ... ,C20
F. Exp: 13/06/18
F. Elab: 8/11/17
M1, ... , M20
0002-BPM-AN-0814 3B1329 F. Exp: 6/03/18 500 mL Microfiltracion
M
F. Elab: 5/01/18 y Ozono
M1, ... , M’20
3B0028 F. Exp: 12/05/18

Fuente: Datos obtenidos en la recoleccion
Autora: Andrea Ivanova Angamarca Bautista
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Anexo 5.- Determinacion de Coliformes Totales y Fecales (E. coli)

Filtracion por membrana

La técnica utiliza un mecanismo mediante el cual se atrapan en la superficie de una
membrana microorganismos cuyo tamafio es mayor que el poro de la membrana, ésto

gracias a una bomba que ejerce vacio diferencial sobre la muestra de agua.

Equipo de filtracion

Consiste en un soporte metalico (manifold) con colectores multiples de filtracion,
manipulados por llaves de paso conectadas a un sistema de vacio, dichos colectores
presentan un soporte de goma o caucho que sostienen el portafiltro, sobre el cual se coloca
la membrana de filtracién y el embudo, entre el portafiltro y el embudo una pinza o

abrazadera mantiene su fijacion.

El equipo de filtracion del estudio estuvo conformado por un manifold marca Nalgene

®, embudos marca Millipore con abrazaderas y una bomba de vacio.

Fig. 1 Equipo de filtracion

Membranas de filtracion

Discos de papel compuestos por ésteres de celulosa, con diametro de 47 mm vy
porosidad de 0,45um e impreso de una cuadricula con tinta que no afecta el crecimiento

bacteriano.
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Las membranas utilizadas en el estudio fueron marca Merck Millipore, N° de lote
F7BA47736 ya que cumplen con los requerimientos del andlisis; presentan ésteres de
celulosa mixta, 0.45 pm de tamafio de poro para una retencion completa y recuperacion
maxima de coliformes totales y bacterias coliformes fecales, estériles y con tinta utilizada

no toxica y libre de inhibidores bacterianos para la cuadricula.

Fig. 2. Membrana de celulosa

Medio de cultivo para Coliformes totales y fecales (E. coli)

Placas 3M™ Petrifilm™ para recuento de E. coli/ Coliformes

Medios de cultivo certificados y listos para usarse, compuestos por una ldmina de papel
con una cuadricula impresa recubierta de polipropileno conteniendo nutrientes del medio
Bilis Glucosa con cristales de Violeta y Rojo neutro (VRBG), el indicador 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-beta-D-glucorénido (BCIG) y un agente gelificantes soluble en agua fria.
Se complementa en la parte superior con otra lamina de polipropileno que contiene gel

soluble en agua fria y tricloruro de trifenil tetrazolio como indicador.

La mayoria de las E. coli (cerca del 97%) produce beta-glucoronidasa, la que a su vez
produce un precipitado azul asociado con la colonia. La pelicula superior atrapa el gas

producido por la lactosa que fermentan E. coli y Coliformes. Cerca del 95% de E. coli
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produce gas, representado por colonias azules asociadas a gas atrapado, mientras que los
Coliformes son colonias rojas. Se incuban por 24 +/- 2 horas a 35 +/- 2°C para cuantificar

Coliformes, para E. coli se deja 48 +/- 2 horas a la misma temperatura.

Las placas 3M™ Petrifilm™ son certificadas por la Asociaciéon de cientificos en
métodos analiticos, las que se utilizaron en el estudio pertenecen a la marca 3M, en
presentacion de 25 unidades, presentan temperatura de almacenamiento de 8°C, y un

tiempo de utilidad una vez abiertas 30 dias.

Fig. 3. Paquete de placas 3M™ Petrifilm™ para E. coli/Coliformes
Control de calidad del medio de cultivo

Es considerado como punto critico de control ya que del mismo depende la seguridad y

confiabilidad de los resultados.

Para el estudio se consideré un control negativo; para ello se filtré el mismo volumen
que las muestras, de agua destilada estéril; transcurrido el tiempo y temperatura de

incubacion no existio crecimiento bacteriano.
Materiales y equipos

e membranas filtrantes

e pinzas con bordes redondeados
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e pipeta automatica de 1.000 uL y puntas desechables

e matraz kitazato para recolectar la muestra filtrada

e equipo de filtracion conformado por bomba de vacio, portafiltros, embudos y
abrazadera

incubadora

Esterilizacion del area de trabajo y material
Area de trabajo

Utilizar una cdmara de flujo laminar, limpiar antes de usar y poner 10 minutos los

ultravioletas, apagarlos y encender el flujo de aire.

Durante el estudio se utilizaron 4 mecheros de alcohol para crear una zona aséptica de
trabajo, ya que por la dimension del equipo no se pudo utilizar la camara de bioseguridad;
en este caso se tomo todas las precauciones para evitar la contaminacién de las muestras

por microorganismos ambientales.
Aparatos del equipo

Con la excepcion del material que se suministra estéril, los aparatos y material de

vidrio deben esterilizarse conforme a uno de los siguientes métodos: a) en una estufa a
(170 +/- 10) °C durante 1h como minimo, b) en autoclave a (121+/-3) °C durante 20 min

Hervir agua destilada en un vaso de precipitado y sumergir el portafiltros para

mantener la esterilizacion del mismo.

Para la esterilizacion del material se siguid las recomendaciones citadas, con la

diferencia que para esterilizar el portafiltros se lo sumergié en agua ultrapura.
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Materiales

Utilizar pinzas estériles con bordes redondeados para la manipulacion de los filtros de

membrana, lograr este cometido sumergiendo las pinzas en alcohol y flameéandolas.

Procedimiento del analisis

Preparacion de las placas 3M Petrifilm

=

Colocar las placas en la mesa de trabajo e hidratar con 1 mL de agua destilada

asegurandose que no queden burbujas atrapadas.

no

Dejar reposar la placa aproximadamente 3 minutos para que se solidifique el gel.

w

Llevar a refrigeracion (6°C) por el lapso de una hora.
Preparacion previa a la técnica

1. Trabajar el analisis haciendo uso de las normas de bioseguridad (bata, gorro, mascarilla
y guantes)

2. Desinfectar la mesa de trabajo con alcoholo al 70 % y flamear la superficie de la misma
para reforzar la zona de esterilidad.

3. Hacer uso de un matraz Kitasato para recolectar el volumen de muestra filtrada,

incorporarlo a la bomba de vacio por el extremo de extraccion.
Técnica de filtracién por membrana

1. Conectar el aparato de filtracion a un sistema de vacio y verificar que las llaves de paso
estén cerradas.

2. Colocar los portafiltros sobre la base del manifold.

3. Con pinza estéril colocar un filtro de celulosa con la cuadricula hacia arriba en el disco

poroso de la base de los filtros.
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11.

12.

13.
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Colocar el embudo estéril en la base del filtro teniendo cuidado de no lesionar la
membrana y logrando que quede centrada, fijarlos con las pinzas o abrazaderas que trae
el equipo.

Mezclar bien la muestra mediante agitacion vigorosa y verter en el embudo 250 mL.
Cubrir el embudo con papel aluminio, para evitar la entrada de particulas
contaminantes.

Abrir las llaves del manifold y dejar filtrar.

Cerrar las llaves de paso tan pronto la muestra se haya filtrado.

Parar el sistema de vacio y retirar, pinzas y embudo.

Tomar las membranas con pinza estéril y colocarlas sobre la placa Petrifilm.

Colocar las placas en la incubadora en posicion horizontal con la superficie
transparente hacia arriba a 35 °C.

Realizar la lectura después de 24 +/- 2 horas para detectar Coliformes, hacerlo después
de 48 +/- 2horas para E. coli.

Expresar los resultados en UFC /250 mL

Fuente: NTE INEN-ISO 9308-1: 2014, Calidad del agua. Deteccion y recuento de

escherichia coli y de bacterias coliformes. Parte 1: método de filtracion en membrana.

Pégina 8-10

ISO 8199:2005 Calidad del agua: Guia general para el recuento de microrganismos

sobre medio de cultivo. Pagina 11-15



Anexo 6.- Registro de Resultados

Primer muestreo
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Identificacion de la Recuento de Coliformes Totales Recuento de E. Coli
Muestra (UFC/250 ml) (UFC/250 ml)
Vi 0 0
V2 0 0
V3 1 0
V4 0 0
V5 2 0
\) 0 0
V7 0 0
V8 0 0
V9 0 0
V10 0 0
Vi1 0 0
V12 0 0
V13 0 0
V14 0 0
V15 0 0
V16 0 0
V17 0 0
V18 0 0
V19 0 0
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Identificacion de la

Recuento de Coliformes Totales

Recuento de E. Coli

Muestra (UFC/250 ml) (UFC/250 ml)
V20 0 0
DI 0 0
D2 0 0
D3 0 0
D4 0 0
D5 0 0
D6 0 0
D7 0 0
D8 0 0
D9 0 0
D10 0 0
DIl 0 0
DI2 0 0
D13 0 0
D14 0 0
D15 0 0
D16 0 0
D17 0 0
DI 0 0
DI19 0 0
D20 0 0




47

Identificacion de la

Recuento de Coliformes Totales

Recuento de E. Coli

Muestra (UFC/250 ml) (UFC/250 ml)
Pl 0 0
P2 0 0
P3 0 0
P4 0 0
P5 0 0
P6 0 0
P7 0 0
P8 0 0
P9 0 0
P10 0 0
P11 0 0
P12 0 0
P13 0 0
P14 0 0
P15 0 0
P16 0 0
P17 0 0
P18 0 0
P19 0 0
P20 0 0
Cl 0 0




48

Identificacion de la

Recuento de Coliformes Totales

Recuento de E. Coli

Muestra (UFC/250 ml) (UFC/250 ml)
C2 0 0
C3 0 0
C4 0 0
C5 0 0
C6 0 0
C7 0 0
C8 0 0
C9 0 0
C10 0 0
Cl1 0 0
C12 2 0
C13 0 0
Cl4 1 0
C15 0 0
C16 0 0
C17 0 0
C18 0 0
C19 0 0
C20 0 0
M1 0 0
M2 0 0
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Identificacion de la

Recuento de Coliformes Totales

Recuento de E. Coli

Muestra (UFC/250 ml) (UFC/250 ml)
M3 0 0
M4 0 0
M5 0 0
M6 0 0
M7 0 0
M8 0 0
M9 0 0
M10 0 0
MI11 0 0
MI12 0 0
MI3 0 0
M14 0 0
MI5 0 0
M16 0 0
M17 0 0
MI18 0 0
M19 0 0
M20 0 0




Segundo muestreo
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Identificacion de la Recuento de Coliformes Totales Recuento de E. Coli
Muestra (UFC/250 ml) (UFC/250 ml)
V'l 0 0
V2 0 0
V'3 0 0
V4 0 0
V’s 0 0
V’'6 0 0
\A 1 0
V'8 0 0
V9 0 0
V10 0 0
V11 0 0
V12 0 0
V13 0 0
V14 0 0
V15 0 0
V16 0 0
V17 2 0
V18 0 0
V’19 0 0
V20 0 0
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Identificacion de la

Recuento de Coliformes Totales

Recuento de E. Coli

Muestra (UFC/250 ml) (UFC/250 ml)
D'l 0 0
D2 0 0
D3 0 0
D4 0 0
D’5 0 0
D6 0 0
D7 0 0
D8 0 0
D9 0 0
D'10 0 0
D11 0 0
D12 0 0
D'13 0 0
D14 0 0
D15 0 0
D'16 0 0
D17 0 0
D18 0 0
D19 0 0
D20 0 0
Pl 0 0
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Identificacion de la

Recuento de Coliformes Totales

Recuento de E. Coli

Muestra (UFC/250 ml) (UFC/250 ml)
P2 0 0
P73 0 0
P4 0 0
P’5 0 0
P'6 0 0
P'7 0 0
P8 0 0
P9 0 0
P10 0 0
P11 0 0
P12 0 0
P13 0 0
P14 0 0
P15 0 0
P16 0 0
P17 0 0
P18 0 0
P19 0 0
P20 0 0
C'l 0 0
C2 0 0
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Identificacion de la

Recuento de Coliformes Totales

Recuento de E. Coli

Muestra (UFC/250 ml) (UFC/250 ml)
C3 1 0
C'4 1 0
C’5 0 0
C'6 0 0
C'7 0 0
C'8 0 0
C9 0 0
C'10 0 0
C'11 0 0
C'12 0 0

C'13 0 0
C'14 0 0
C'15 0 0
C'16 0 0
Cc'17 0 0
C'18 0 0
C'19 0 0
C'20 0 0
M1 0 0
M2 0 0
M3 0 0
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Identificacion de la

Recuento de Coliformes Totales

Recuento de E. Coli

Muestra (UFC/250 ml) (UFC/250 ml)
M4 0 0
M5 0 0
M'6 0 0
M7 0 0
M8 0 0
M9 0 0
M'10 0 0
M'11 0 0
M'12 0 0
M'13 0 0
M'14 0 0
M'15 0 0
M'16 0 0
M'17 0 0
M'18 0 0
M'19 0 0
M 20 0 0
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Anexo 7.- Calculo de Resultados

Placas de 1a muestra que contienen menos de 10 colonias

Los recuentos desde 20 hasta el limite superior (practico) de cada método se encuentran
en el rango de precision 6ptimo. La precision es todavia aceptable para recuentos entre 10
y 20. La precision disminuye rapidamente a medida que el nimero de colonias disminuye,
dependiendo del proposito de la prueba, se puede definir un limite inferior de

determinacion en un conteo inferior de 10

De acuerdo con ISO / TR 13843, la definicion de limite de determinacion es la
“particula media mdas baja” concentracion x por porcion analitica donde la incertidumbre
estandar relativa esperada es igual a un valor especificado (RSD) “. RSD es la desviacion
estandar relativa, que se calcula dividiendo la estimacién de la desviacion estandar s de una
poblacion de una muestra por la media x de esa muestra. En lugar de RSD, el simbolo w se

usa para la desviacion estandar relativa. Por lo tanto, w =15/ x .

En el caso de una distribucion de Poisson, x se calcula mediante la ecuacion (4):

X=1/w2

Siw se establece en 0,50 (50%) como el limite de precision relativa aceptable (que
parece ser razonable en microbiologia), el limite inferior de determinacion estard en el

numero de colonia dado por

X=1/0,502=4

Por lo tanto, los resultados basados en conteos de menos de cuatro deben ser tratados

como una mera deteccion de la presencia del organismo.
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Si todas las placas contienen menos de 10 colonias, pero el numero total de colonias en
todas las placas es 4 o mas, el resultado se calcula como caso general (nimero estimado);

es decir aplicando formulas.

Si el total es de 1 a 3 colonias, la precision del resultado es tan baja que es

aconsejable informar el resultado como organismo presente en el volumen estudiado.

Fuente: ISO 8199:2005 Calidad del agua: Guia general para el recuento de

microrganismos sobre medio de cultivo. Pagina 19



Anexo 8.- Certificacion de Haber Realizado el Procesamiento de Muestras en el

Laboratorio de Analisis Quimico del Centro de Investigacion de la UNL

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
DIRECCION DE INVESTIGACION

= e e e e

1859

Nikolay Aguirre, Ph.D.
DIRECTOR DE INVESTIGACION
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA

CERTIFICA:

Que la Srta. Andrea Ivanova Angamarca Bautista, estudiante de la carrera
de Laboratorio Clinico, realiz6 el muestreo de la Tesis denominada: Estudio
Bacteriolégico de cinco marcas de agua embotelladas sin gas, expedidas
en la ciudad de Loja, durante los meses de noviembre y diciembre de 2017 y
enero de 2018, actividades cumplidas en el laboratorio de Analisis Quimico.

Lo certifico en honor a la verdad.

Loja, 28 de marzo de 2018

Nikolay Agui ré PO/
DIRECTOR DE INVESTIGACION UNL

Av. Pio Jaram|llo Alvarado s/n, sector La Argeha, Lo;a Ecuador
Teléfono: (593) 07 2545100  Email: direccion.investigacion@unl.edu.ec  Sitio Web: www. unl.edu.ec
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Anexo 9.-Norma INEN-ISO 9308-1: 2014

Instituto Ewatodam de Normalizacidn

Quito — Ecuador

NORMA NTE INEN-ISO 9308-1
TECNICA Primera edicion
ECUATORIANA 2014-01

CALIDAD DEL AGUA. DETECCION Y RECUENTO DE ESCHERICHIA
COLI Y DE BACTERIAS COLIFORMES. PARTE 1: METODO DE
FILTRACION EN MEMBRANA (ISO 9308-1:2000, IDT)

WATER QUALITY. DETECTION AND ENUMERATION OF ESCHERICHIA COLI AND
COLIFORM BACTERIA PART 1: MEMBRANE FILTRATION METHOD (ISO 9308-1:2000, IDT)

Correspondencia:

Esta Norma Técnica Ecuatoriana es una traduccion idéntica de la Norma Internacional
1SO 9308-1:2000.

DESCRIPTORES: Calidad agua, deteccion, recuento, bacterias, filtracién, membrana. 25
ICS: 13.060.30 Pagina

dos los derechos reserva
BAUTISTA, RESPONS

©I18
I ANCES
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ISO 9308-1:2000 -6-

INTRODUCCION

La presencia y el nivel de contaminacién fecal constituye un factor importante en la evaluacién de la calidad de una masa
de agua y del riesgo de infeccion que representa para la salud humana. El anélisis de muestras de agua para detectar la
presencia de Escherichia coli, que normalmente habita en el tracto intestinal de hombres y otros animales de sangre
caliente, proporciona una indicacion de este tipo de contaminacion. Los resultados del anilisis de bacterias coliformes
pueden resultar mas dificiles de interpretar dado que algunas bacterias coliformes viven en el suelo y en las aguas dulces
superficiales y, por tanto, no tienen siempre un origen intestinal. La presencia de bacterias coliformes, aunque no pruebe de
forma concluyente una contaminacién de origen fecal, si puede indicar fallos en el tratamiento o en la distribucion del
agua. La identificacion de las cepas aisladas puede permitir en ocasiones obtener informacién acerca de su origen.

1 OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

Esta parte de la Norma ISO 9308 especifica un método de referencia (ensayo estandar) para la deteccién y recuento de
Escherichia coli y bacterias coliformes en agua destinada al consumo humano. El método estandar se basa en la filtra-
cién en membrana, el posterior cultivo en un medio de agar de diferenciacion y el célculo del nimero de los organismos
objeto de ensayo en la muestra.

El método estandar es poco selectivo y permite la deteccién de bacterias dafiadas. Debido a esta baja selectividad, el
crecimiento de la flora bacteriana general puede afectar a la fiabilidad del recuento de E. coli y bacterias coliformes, por
ejemplo, en algunas aguas potables, tales como las aguas de pozos poco profundos, que no han sido desinfectadas y que
dan lugar a importantes crecimientos de flora interferente. Esta parte de la Norma ISO 9308 es, por tanto, especialmente
adecuada para agua desinfectada y otras aguas potables con bajas densidades bacterianas.

Esta parte de la Norma ISO 9308 incluye un método rapido (ensayo rapido) para la deteccion, en menos de 24 h, de
E. coli en aguas destinadas al consumo humano, y que puede resultar muy til en aquellos casos en los que se requiere

una répida informacién. El ensayo rapido se basa en la filtracién en membrana, el posterior cultivo, en condiciones
selectivas, y el calculo del niimero de E. coli en la muestra.

Los ensayos estandar y rapido descritos en esta parte de la Norma ISO 9308 son aplicables a otros tipos de aguas,

siempre que la materia en suspension o la flora de fondo no interfieran en la filtracién, el cultivo y el recuento.

2 NORMAS PARA CONSULTA

Las normas que a continuacién se relacionan contienen disposiciones validas para esta norma internacional. En el
momento de la publicacién las ediciones indicadas estaban en vigor. Toda norma estd sujeta a revisién por lo que las
partes que basen sus acuerdos en esta norma internacional deben estudiar la posibilidad de aplicar la edicién més
reciente de las normas indicadas a continuacién. Los miembros de CEI y de ISO poseen el registro de las normas
internacionales en vigor en cada momento.

ISO/CEI - Guia 2. Normalizacioén y actividades relacionadas. Vocabulario general.

1SO 3696:1987 — Agua para uso en andlisis de laboratorio. Especificaciony métodos de ensayo.

I1SO 5667-1:1980 — Calidad del agua. Muestreo. Parte 1: Guia para el disefio de los programas de muestreo.

1SO 5667-2: 1991 — Calidad del agua. Muestreo. Parte 2: Guia para las técnicas de muestreo.

1SO 5667-3:1994 — Calidad del agua. Muestreo. Parte 3: Guia para la conservacion y manipulacion de las muestras.
ISO 6887-1:1999 — Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Preparacidn de las muestras de
ensayo, suspension inicial y diluciones decimales para examen microbioldgico. Parte I: Reglas generales para la

preparacion de la suspension inicial y las diluciones decimales.

1SO 8199:1988 — Calidad del agua. Guia general para el recuento de microorganismos sobre medio de cultivo.
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3 TERMINOS Y DEFINICIONES

En lo que concierne a esta parte de la Norma ISO 9308, se aplican los términos y definiciones dados en la Guia
ISO/CEI 2 asi como las definiciones siguientes.

3.1 bacterias lactosa-positivas: (Ensayo estandar) bacterias capaces de formar colonias en condiciones aerobias a
(36 % 3) °C en un medio de cultivo de lactosa selectivo y diferencial, con produccién de 4cido en (21 £ 3) h.

3.2 bacterias coliformes: (Ensayo estandar) bacterias lactosa-positivas segtin la definicion indicada en el apartado 3.1
y que son oxidasa-negativas.

3.3 Escherichia coli: (Ensayo estandar) bacterias coliformes segin la definicion indicada en el apartado 3.2 y que,
ademas, producen indol a partir de triptéfano en (21 £ 3) ha (44,0 £ 0,5) °C.

3.4 Escherichia coli: (Ensayo rapido) bacterias resistentes a la bilis y que, ademas, producen indol a partir de trip-
téfano en (21 £3) ha (44,0 £ 0,5) °C.

4 FUNDAMENTO
4.1 Descripcion general del método

Este método est basado en la filtracion en membrana y comprende dos partes, el ensayo estandar de referencia y el
ensayo rapido opcional, que pueden llevarse a cabo en paralelo tal y como se describe a continuacién. El ensayo
estandar consiste en la incubacion de la membrana en un medio selectivo seguida de una caracterizacion bioquimica de
las colonias tipicas lactosa-positivas, lo que conduce a la deteccién y recuento de las bacterias coliformes y E. coli en un
periodo de 2 a 3 dias. El ensayo rapido consiste en dos etapas de incubacién que permiten la deteccion y el recuento de
E. colien (21 + 3) h. Si se efectiian los dos ensayos, el ensayo rapido y el ensayo estandar, en paralelo, el resultado final
de E. coli debe ser el més elevado de ambos.

4.2 Filtracién e incubacién

Se filtran porciones de ensayo a través de membranas que retienen las bacterias. Se coloca una membrana (ensayo
estandar) en un medio de cultivo selectivo de agar lactosado y se incuba a (36 + 2) °C durante (21 + 3) h, mientras que
otra membrana (ensayo rapido) se coloca en un medio de cultivo de agar que contiene caseina (digestato triptico), se
incubaa (36 £2)°Cdurante4hasSh,y,a continuacion, a (44 £ 0,5) °C durante un periodo de 19 h a 20 h en un medio
de cultivo de agar que contiene caseina (digestato triptico) y sales biliares.

4.3 Evaluacién y confirmacién, ensayo estindar

Se efecttia el recuento de las colonias caracteristicas presentes en la membrana como bacterias lactosa-positivas. Para la
identificacién de las bacterias coliformes y E. coli, se procede a una resiembra de colonias caracteristicas, elegidas de
forma aleatoria, para la realizacién de ensayos de confirmacion: oxidasa y produccion de indol. Se calcula el niimero de
bacterias coliformes lactosa-positivas y de E. coli susceptibles de estar presentes en 100 ml de muestra.

4.4 Evaluacién y confirmacién, ensayo ripido

Se cuentan como E. coli las colonias presentes en la membrana que son capaces de producir indol, a partir del triptéfano
afiadido en el medio de agar. Se calcula el niimero de E. coli susceptibles de estar presentes en 100 ml de muestra.
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5 APARATOS Y MATERIAL DE VIDRIO
Material de uso habitual en laboratorios microbioldgicos y, en particular, el siguiente:
5.1 Aparato para esterilizacién por vapor (autoclave)

Con la excepcidn del material que se suministra estéril, los aparatos y el material de vidrio deben esterilizarse conforme
a las instrucciones dadas en la Norma ISO 8199.

5.2 Baiio de agua y/o incubadora, con control termostatico a (36 £ 2) °C.

5.3 Baiio de agua y/o incubadora, con control termostatico a (44,0 £ 0,5) °C.

NOTA - Para el ensayo rapido, es posible reemplazar las incubadoras 5.2 y 5.3 por una incubadora programable con doble ajuste: (36 +2) °C y
(44,01 0,5)°C.

5.4 pH-metro, con una precision de £ 0,1.
5.5 Dispositivo para la filtraciéon en membrana, conforme a la Norma ISO 8199.

5.6 Filtros de membrana, compuestos por ésteres de celulosa, generalmente de 47 mm o de 50 mm de didmetro, con
caracteristicas de filtracién equivalentes a una porosidad nominal de 0,45 pm y preferiblemente con una cuadricula
impresa.

Los filtros deben estar exentos de propiedades susceptibles de inhibir o favorecer el crecimiento bacteriano, y la tinta de
impresion utilizada para la cuadricula no debe afectar al crecimiento de las bacterias. Si no se suministran estériles, se
debe proceder a su esterilizacién de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Deberia controlarse la aptitud de cada
lote de filtros para el ensayo conforme a la Norma ISO 7704, teniendo en cuenta especialmente que la utilizacion de
diferentes marcas de filtros puede implicar una diferencia en el desarrollo del color.

NOTA - Los filtros de membrana verdes pueden ser ttiles cuando se emplea el ensayo rapido debido a que facilita una mejor deteccion del desarrollo
del color.

5.7 Pinzas con bordes redondeados, para la manipulacién de los filtros de membrana.

5.8 Lampara ultravioleta, de una longitud de onda de 254 nm (lampara de mercurio de baja presion).

ADVERTENCIA - La luz ultravioleta puede causar irritacion de los ojos y de la piel. Deben utilizarse gafas y
guantes protectores.

5.9 Discos de papel de filtro, con un didmetro de al menos 47 mm.

6 MEDIO DE CULTIVO Y DILUYENTE

Para la preparacion de los medios de cultivo y los reactivos se utilizan constituyentes de calidad uniforme y productos
quimicos de calidad analitica reconocida (véase nota); siganse las instrucciones incluidas en el anexo B. También
pueden utilizarse medios de cultivo y reactivos disponibles comercialmente siempre que se ajusten a las composiciones
indicadas en el anexo B y se sigan estrictamente las instrucciones del fabricante.

NOTA - Pueden utilizarse productos quimicos de otras calidades, sicmpre que se demuestre que tienen un funcionamiento equivalente en el ensayo.
Para la preparacion de los medios de cultivo, se utiliza agua destilada en un equipo de vidrio o desmineralizada, exenta

de sustancias capaces de inhibir el crecimiento bacteriano en las condiciones del ensayo y que sea conforme a la Norma
ISO 3696.
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Salvo que se especifique lo contrario, los medios preparados son estables durante al menos un mes, siempre que se
conserven en la oscuridad, a una temperatura de (5 + 3) °C y protegidos contra la evaporacion.

7 MUESTREO

Se toman las muestras y se transportan hasta el laboratorio conforme a lo indicado en las Normas ISO 5667-1,
1SO 5677-2 ¢ ISO 5667-3.

8 PROCEDIMIENTO
8.1 Preparacion de la muestra

Para la preparacién de la muestra, la filtracién y la siembra sobre los medios de aislamiento, deben seguirse las ins-
trucciones dadas en las Normas ISO 8199 e ISO 6887-1. Es preferible iniciar el examen de las muestras inmediatamente
después de su toma. Si las muestras se conservan a temperatura ambiente (en la oscuridad, sin sobrepasar los 25 °C), su
andlisis debe comenzar antes de que hayan transcurrido 6 h desde el momento de la toma de muestras. En circunstancias
excepcionales, las muestras pueden conservarse a una temperatura de (5 + 3) °C durante un periodo méximo de 24 h
antes de su andlisis.

8.2 Filtracion

Se filtran 100 ml (o voltimenes superiores, por ejemplo 250 ml, en caso de aguas embotelladas) de la muestra a estudiar
utilizando un filtro de membrana (5.6). Se coloca el filtro en el medio de agar respectivo (véanse los apartados 8.3 y
8.4), asegurindose de que no quedan burbujas de aire atrapadas por debajo.

8.3 Incubacién y diferenciacién, ensayo estindar

Después de la filtracién (8.2), se coloca la membrana en la placa que contiene el agar lactosado con TTC (B.1) y se
incuba a (36 + 2) °C durante (21 + 3) h.

NOTA 1- La ampliacién del tiempo de incubacion a (44 % 4) h puede aumentar la sensibilidad del ensayo y resulta especialmente util en aquellos
casos en los que las placas no presentan las colonias caracteristicas después de transcurridas (21 % 3) h.

NOTA 2~ El empleo de un filtro de membrana adicional para la incubacién a 44 °C puede evitar los problemas causados por el crecimiento de la
flora bacteriana interferente.

Se examina la membrana y se recuentan como bacterias lactosa-positivas todas las colonias caracteristicas, sin tomar en
consideracién el tamafio, que presentan un desarrollo de color amarillo del medio bajo la membrana. Para los ensayos
de oxidasa e indol, se resiembran preferiblemente todas las colonias caracteristicas obtenidas, o un nimero represen-
tativo de ellas (diez como minimo), sobre agar no selectivo (B.3) y en caldo de cultivo de triptéfano, respectivamente.

Se incuba el agar no selectivo (36 * 2) °C durante (21 £ 2) h y se lleva a cabo el ensayo de la oxidasa, tal y como se
indica a continuacién.

— Se depositan sobre un papel de filtro dos o tres gotas de reactivo de oxidasa (B.5.1) de preparacion reciente.

— Se deposita una parte de la colonia en el papel de filtro utilizando una varilla de vidrio o de madera o bien un asa de
platino o de plastico (no de niquel-cromo).

— Lareaccion se considera positiva si se desarrolla un color azul/violeta oscuro en 30 s.
Se incuba el tubo de caldo de cultivo de triptéfano (B.2) a (44,0 % 0,5) °C durante (21 + 3) h y se comprueba la

produccién de indol afiadiendo de 0,2 ml a 0,3 ml de reactivo de Kovacs (B.5.1). La aparicién de una coloracién roja en
la superficie del caldo confirma la produccion de indol.
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Se realiza un recuento de todas las colonias que dan una reaccion oxidasa negativa y se consideran como bacterias
coliformes. ‘

Se realiza un recuento de todas las colonias que presentan reaccion oxidasa negativa y dan reaccién indol positiva y se
consideran como E. coli.

NOTA 3 - En casos especiales, puede ser necesaria la identificacion de las bacterias coliformes, por ejemplo, para distinguir entre cepas de origen
fecal y aquellas de origen acudtico o telurico.

8.4 Incubacién y diferenciacion, ensayo ripido

Después de la filtracion (8.2), se coloca la membrana sobre el medio TSA (B.3) y se incuba a (36 + 2) °C durante un
periodo de 4 h a 5 h. A continuacion, se coloca la membrana sobre el medio TBA (B.4) y se incuba a (44 % 0,5) °C
durante un periodo de 19 ha 20 h.

Si asi se desea, los dos medios de agar pueden combinarse en una misma placa Petri de doble capa (véase el capitulo
B.4). En este caso, es conveniente colocar la membrana sobre una placa recientemente preparada con una doble capa
consistente en TSA (B.3) y TBA (B.4) e incubar a (36 = 2) °C durante un periodo de 4 h a 5 h'y, a continuacion, incubar
a (44 £0,5) °C durante un periodo de 19 ha 20 h.

Tras la incubacidn, se coloca la membrana en un disco de papel de filtro (5.9) saturado con reactivo de indol (B.5.2) y
se irradia con una ldmpara ultravioleta (5.8) durante un tiempo de 10 min a 30 min, dependiendo del desarrollo del color
(véase la nota 1). Se cuentan todas las colonias de color rojo en la membrana y se consideran como E. coli.

NOTA 1 - Los reactivos de base acuosa disponibles comercialmente pueden permitir la obtencion de resultados mas rapidos y mas claros, sin nece-
sidad de la irradiacion UV.

NOTA 2 - La distribucion irregular de las colonias o la presencia de una gran cantidad de flora de fondo puede interferir en la diferenciacion de las
colonias indol positivas a causa de la difusion del color a las colonias adyacentes.

9 EXPRESION DE RESULTADOS

A partir del recuento del nimero de colonias caracteristicas presentes en la membrana (8.3) y teniendo en cuenta los
resultados de los ensayos de confirmacién efectuados, se calcula el nimero de E. coli, de bacterias coliformes y, si fuera
necesario, de bacterias lactosa positivas presentes en 100 ml de muestra, conforme a la Norma ISO 8199. En el caso en
que ambos métodos (ensayo estandar y ensayo rapido) se hayan utilizado en paralelo, tal y como se ha descrito, el re-
sultado final para E. coli es el mas alto de los dos obtenidos.

10 INFORME DE ENSAYO

El informe de ensayo debe contener como minimo la siguiente informacion.

a) una referencia a esta parte de la Norma ISO 9308;

b) todos los detalles necesarios para la completa identificacién de la muestra;

¢) los resultados expresados conforme a lo indicado anteriormente en el capitulo 9;

d) cualquier hecho especial observado en el curso del analisis y cualquier operacion no especificada en el método o

considerada como optativa, que pudiera haber modificado los resultados.

11 ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD

El laboratorio debe poseer un sistema de control de la calidad claramente definido para garantizar que los materiales, los
reactivos y las técnicas son apropiados para el ensayo.
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ANEXO A (Informativo)

INFORMACION MICROBIOLOGICA COMPLEMENTARIA SOBRE LAS BACTERIAS COLIFORMES

Las bacterias coliformes son bacterias Gram negativas, no formadoras de esporas, oxidasa negativas y con forma de
bastoncillo, que pueden crecer en medio aerobio y anaerobio facultativo en presencia de sales biliares (u otros agentes
de superficie con propiedades inhibidoras del crecimiento similares), y que, normalmente, son capaces de fermentar
lactosa con produccion de 4acido y aldehido en 48 h cuando se incuban a una temperatura de (36 * 2) °C. Las bacterias
coliformes poseen la enzima B—galactosidasa.

Las bacterias E. coli son bacterias coliformes capaces de producir indol a partir de triptofano, en (21 + 3) h a (44,0 £ 0,5) °C.
También poseen la enzima B-galactosidasa, reaccionan positivamente en el ensayo del rojo de metilo y pueden
decarboxilar el 4cido L-glutamico, pero no son capaces de producir acetil metil carbinol, de utilizar citrato como {nica
fuente de carbono o de crecer en un caldo de cultivo con cianuro de potasio (KCN).
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ANEXO B (Normativo)

MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

B.1 Agar de lactosa TTC con heptadecilsulfato de sodio
B.1.1 Medio de base

Lactosa 20g
Peptona 10g
Extracto de levadura 6g

Extracto de carne 5g

Azul de bromotimol 005g
Agar-agar (en polvo o en escamas) 15ga25¢"
Agua destilada 1000 ml

Se disuelven los ingredientes en el agua por calentamiento. Si fuera necesario, se ajusta el pH de modo que, tras la
esterilizacion, tenga un valor de 7,2 £ 0,1 a 25 °C. Se reparte el medio en matraces, en voliimenes que no excedan los
250 ml, y se esteriliza en autoclave a (121 + 3) °C durante 15 min.

B.1.2 Solucién TTC
Cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio 005g
Agua destilada 100 ml

Se disuelve el TTC en un pequefio volumen de agua y se enrasa a 100 ml. Se esteriliza por filtracion en membrana de
0,2 um de tamafio de poro nominal.

B.1.3 Solucién de heptadecilsulfato de sodio
Heptadecilsulfato de sodio (Tergitol” 7) 02g
Agua destilada 100 ml

Se disuelve el heptadecilsulfato de sodio en un pequefio volumen de agua y se enrasa a 100 ml. Se esteriliza en
autoclave a (121 £ 3) °C durante 15 min.

B.1.4 Medio completo

Medio de base (B.1.1) 100 ml
Solucién de TTC (B.1.2) 5ml
Solucién de heptadecilsulfato de sodio (B.1.3) 5ml

1) Segun el poder gelificante del agar-agar.

2) Tergitol 7 es un ejemplo de producto apropiado disponible comercialmente. Esta informacion se da a titulo informativo para los usuarios de la
presente parte de la Norma 1SO 9308 y no significa en absoluto que ISO apruebe o recomiende de forma exclusiva el empleo de este producto.
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Se funde el medio de base y se enfria a (50 + 5) °C. Se afiaden de forma aséptica las soluciones de TTC y de hepta-
decilsulfato de sodio, se mezcla completamente evitando la formacién de burbujas después de cada adicién. Se reparte
en las placas de doble capa formando una capa de al menos 5 mm de espesor. Si no van a utilizarse de forma
inmediata, la conservacion debe realizarse en oscuridad a (5 % 3) °C durante un periodo no superior a los 10 d.

B.2 Caldo de cultivo de triptéfano

Digestato friptico de caseina 10g
L-Triptéfano lg
Cloruro de sodio Sg
Agua destilada ' 1000 ml

Se disuelven los ingredientes en agua por calentamiento. Se reparten 3 ml en cada tubo de ensayo. Se cierran los tubos
con algodén o con tapones de plastico o metal. Se introducen en el autoclave a (121 * 3) °C durante 15 min. Es
conveniente que el pH del medio una vez listo para su empleo sea de 7,5 + 0,1 a 25 °C.

NOTA - No es necesario afiadir L-triptéfano en caso de que el contenido de triptofano presente en el digestato triptico de caseina utilizado sea sufi-
ciente. En su lugar, se aiaden otros 10 g adicionales de digestato triptico de caseina.

B.3  Agar triptonado de soja (TSA)

Digestato triptico de caseina 15g
Peptona de soja 5g

Cloruro de sodio 5g
Agar-agar (en polvo o en escamas) 15ga25g"
Agua destilada hasta 1000 ml

Se disuelven los ingredientes en el agua por calentamiento. Si fuera necesario, se ajusta el pH de modo que, tras la este-
rilizacién, tenga un valor de 7,2 + 0,1 a 25 °C. Se reparte el medio en los matraces o los tubos, en volimenes que no ex-
cedan los 250 ml, y se esteriliza en autoclave a (121 £ 3) °C durante 15 min. Se deja enfriar el medio hasta (50 +5)°Cy
se reparte en placas de doble capa, formando una capa de espesor no inferior a 5 mm.

NOTA — Para el ensayo de oxidasa, también puede emplearse, en lugar del TSA, cualquier medio agar no selectivo que no interfiera con el ensayo
de oxidasa (con un bajo contenido de carbohidratos fermentables).

B.4 Agar triptonado de sales biliares (TBA)

Triptona 20g

Sales biliares 1,5g
Agar-agar (en polvo o en escamas) 15ga25g"
Agua destilada 1000 ml

Se disuelven los ingredientes en el agua por ebullicion. Si fuera necesario, se ajusta el pH de modo que, tras la este-
rilizacién, tenga un valor de 7,2 + 0,1 a 25 °C. Se reparte el medio en los matraces o los tubos, en volimenes que no
excedan los 250 ml, y se esteriliza en autoclave a (121 + 3) °C durante 15 min. Se deja enfriar el medio hasta (50 £5) °Cy
se reparte en placas de doble capa, formando una capa de espesor no inferior a 5 mm. i
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Se preparan placas Petri de doble capa vertiendo TSA (B.3) fundido a (50 £ 5) °C sobre la placa de TBA (B.4) templada
hasta temperatura ambiente.

Debe utilizarse una cantidad de TSA que origine una capa de aproximadamente 1 mm de espesor (por ejemplo, 2,5 ml
para una placa de doble capa de 55 mm de didmetro). Se deja solidificar y se seca, si fuera necesario, colocando la placa
en posicion invertida en una incubadora a (36 * 2) °C.

Las placas de doble capa deben prepararse inmediatamente antes de cada anélisis (de 30 min a 60 min antes de colocar

las membranas sobre las placas de agar).

B.S Reactivos

B.5.1 Reactivo de Kovacs para el ensayo del indol, ensayo estandar

p-dimetilaminobenzaldehido 5g
alcohol amilico o butilico (exento de bases organicas) 75 ml
Acido clorhidrico (p = 1,18 g/ml) 25 ml

Se disuelve el aldehido en el alcohol. Se afiade el 4cido concentrado cuidadosamente. Debe protegerse de la luz y
conservarse a (5 = 3) °C.

NOTA - Es conveniente que la coloracion del reactivo se encuentre entre el amarillo claro y el marron claro; algunas muestras de alcohol amilico
no dan resultados adecuados y toman un color oscuro al mezclarse con el aldehido.

ADVERTENCIA - Las operaciones de preparacién del reactivo deben realizarse bajo una campana extractora

de gases. Deben utilizarse guantes de proteccion y evitar cualquier contacto con la piel al manipular el
p-dimetilaminobenzaldehido. El alcohol amilico puede irritar las membranas mucosas y provocar mareos.

B.5.2 Reactivo de indol, ensayo ripido

p-dimetilaminobenzaldehido 05¢g

Acido clorhidrico, ¢(HCI) = 1 mol/l 100 ml

Se disuelve el p-dimetilaminobenzaldehido en el acido clorhidrico (véase la advertencia en el apartado B.5.1).

El reactivo se conserva en un recipiente no translicido a (5 £ 3) °C. El reactivo deberia presentar una coloracion
amarilla clara y no debe utilizarse si el color cambia a marrén amarillento.

B.5.3 Reactivo de la oxidasa

Hidrocloruro de tetrametil-p-fenilendiamina 0,lg

Agua destilada 10 ml

Este reactivo no es estable y debe prepararse cada vez que vaya a utilizarse.

ADVERTENCIA - El tetrametil-p-fenilendiamina es cancerigeno. Las operaciones de preparacién del reactivo

deben realizarse bajo una campana extractora de gases. Deben utilizarse guantes de proteccién y evitar cual-
quier contacto con la piel.
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Esta norma europea incorpora disposiciones de otras normas por su referencia, con o sin fecha. Estas referencias nor-
mativas se citan en los lugares apropiados del texto de la norma y se relacionan a continuacién. Las revisiones o
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cuando se incorporan mediante revision o modificacion. Para las referencias sin fecha se aplica la ultima edicion de esta
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ANEXO ZA (Normativo)

OTRAS NORMAS INTERNACIONALES CITADAS EN ESTA NORMA
CON LAS REFERENCIAS DE LAS NORMAS EUROPEAS CORRESPONDIENTES

norma (incluyendo sus modificaciones).

NOTA- En el caso que una publicacién internacional sca modificada por modificaciones comunes, indicada por (mod), se aplica la EN/HD

correspondiente.
Norm.a Fecha Titulo EN Fecha

Internacional

ISO 3696 1987 | Agua para uso en analisis de laboratorio. Especificacion y EN ISO 3696 1995
métodos de ensayo.

IS0 5667-1 1980 | Calidad del agua. Muestreo. Parte 1: Gufa para el disefio de | EN 25667-1 1993
los programas de muestreo.

1SO 5667-2 1991 | Calidad del agua. Muestreo. Parte 2: Guia para las técnicas | EN 25667-2 1993
de muestreo.

1SO 5667-3 1994 | Calidad del agua. Muestreo. Parte 3: Guia para la conserva- | EN 150 5667-3 | 1995
¢ién y manipulacion de las muestras.

IS0 6887-1 1999 | Microbiologia de los alimentos para consumo humano y
animal. Preparacion de las muestras de ensayo, suspension
inicial y diluciones decimales para examen microbiologico.
Parte 1; Reglas generales para la preparacién de la
suspension inicial y las diluciones decimales.
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Anexo 10.- Certificacion de traduccion del resumen

Prof. Carlos Velastegui
DOCENTE DE FINE-TUNED ENGLISH CIA. LTDA.

CERTIFICA

Que el documento aqui compuesto es fiel traduccion del idioma espaiiol al
idioma inglés, del Resumen de Tesis titulada: “ESTUDIO
BACTERIOLOGICO DE CINCO MARCAS DE AGUA EMBOTELLADA SIN
GAS, EXPEDIDAS EN LA CIUDAD DE LOJA", autoria de la Sefiorita
Andrea Ivanova Angamarca Bautista, con nimero de cédula 1104133721,
egresada en la Carrera de Laboratorio Clinico, de la Universidad Nacional de

Loja.

Lo certifica en honor a la verdad y autoriza a la interesada, hacer uso del
presente en lo que a sus intereses convenga.

Loja, 06 de julio de 2018
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