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RESUMEN

El presente trabajo se realizd en los meses de agosto y
septiembre de 1998, este constituye un estudio
microbiolégico, en busqueda de Dbacterias coliformes,

pseudomonas y otros, en el agua envasada producida en la

zona occidental de El1 Salvador, las cuales son Agquavita {(de
Santa Ana) y La Fuente (de Sonsonate)

Se realizaron tres muestreos y se practicaron los
siguientes examenes microbioldégicos, para determinar Ila
contaminacién o no de este producto.
1. Conteo Bacteriano Total (CBT).

2. Nuamero Mas Probable (NMP).

3. Pruebas Bioquimicas para determinar Escherichia coli.

4. Pruebas para determinar pseudomonas.

Basados en los resultados del CBT se puede decir que el
agua de estas dos marcas no es apta para el consumo humano,
ya que las concentraciones de bacterias encontradas en
ellos superan los valores maximos permisibles que establece
la norma salvadorefia que rige 1la explotacién de este
producto. Ademads en ambas marcas se determindé la presencia
del grupo coliforme en concentraciones que superan el valor

maximo permisible que establece el Ministerio de Salud
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Puiblica y Asistencia Social y la Norma Salvadorefia para el

Agua Envasada.

La presencia de Eschirichia coli se determindé y se

comprob®é por medio de pruebas bioquimicas, lo cual es
preocupante vya que estas bacterias son indicadores de
contaminacidén focal.

La determinacién de las pseudomonas fue positiva para

las dos marcas en los tres muestreos en los diferentes
examenes microbioldégicos realizados. Se puede concluir
entonces que el agua envasada producida en la zona
occidental esta contaminada y no es apta para el consumo

humano.




INTRODUCCION

El aumento de la poblacidén en E1l Salvador ha generado
una mayor demanda de servicios basicos; siendo uno de los
principales, 1la provisién de agua potable para consumo
humano. Motivo por el cual en el pais han surgido empresas
envasadoras de agua para consumo humano que se han dedicado
a "purificar" y comercializar este producto, ya que el agua
suministrada a la poblacidén, por acueductos puede ser un
medio de propagacién de bacterias y virus que pueden
producir enfermedades de origen hidrico tales como:
disenteria, fiebre tifoidea, cbdlera, hepatitis,
poliomielitis, etc., afectando a grandes sectores de la
poblacié4n humana.

La importancia que tiene para 1la salud humana un
suministro de agua potable 1libre de microorganismos
patdgenos es invaluable.

Toda agua que se encuentra en estado natural contiene
microorganismos vivos que varian en tamafos; desde virus,
bacterias, algas, protozoos, etc. Algunos de 1los cuales
invalidan a sus victimas vy otros causan enfermedades
infectocontagiosas, que a menudo resultan fatales.

En ese sentido el presente trabajo constituye un

estudio microbioldégico en busqueda de bacterias coliformes,
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Pseudomonas y otras en 1las aguas envasadas para Cconsumo
humano, de 1las marcas producidas en la Zona Occidental de
El Salvador; como un indicador de la peligrosidad que puede
representar este producto. Las marcas gque se examinaron
fueron: AQUAVITA de Santa Ana gque es un producto de PROSABE!
S.A. de C.V., (inspeccionado por el Ministerio de Salud) y

LA FUENTE, que es un producto de la Cooperativa Ganadera de

Sonsonate de R.L, (inspeccionado  por IPOA?" MAG® vy
Ministerio de Salud). FEn 1la ejecucidn del proyecto se
tomaron en consideracioén las normas de calidad

internacional de la IBWA® y la FDA™ contenidas en el Manual
de Capacitacién para la inspeccién de Plantas
"Embotelladoras" de agua potable, del Ministerio de Salud
(1997) y las normas salvadorefias que rigen la explotacién
de este producto. Esto obedeci6 a que a partir del afio de
1978, han aparecido en el mercado salvadorefio, aguas
envasadas, de diferentes marcas comerciales, aungque 1los

nameros de registro sanitario otorgados por el Ministerio

N
T\
¥cSCUELA o)
5:') - DE ' ?Y
1 ; : \* sioLoara ¥
PROSABE: Procesadora de Alimentos y Bebidas. \%, - - &
2 IPOA: Inspeccion de Productos de Origen Animal. _ \“*{\“; j
3 MAG: Ministerio de Agricultura y Ganaderia. it
* IBWA: Asociacion Internacional de Embotelladoras de Agua.
5

FDA: Administracion de Alimentos y Drogas de EE.UU.
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de Salud, se obtuvieron a partir del 5 de diciembre de
1994, siendo la marca Alpina la primera en registrar.

Las aguas envasadas se han incrementado en los Ultimos
afios existiendo a la fecha mas de 20 marcas comerciales, y
al no aplicarles exadmenes bacterioldégicos, control de
normas de calidad y la legislacidn adecuada representan un
verdadero peligro para la salud humana, €es por eso que en
la ejecucidén de este proyecto, se hizo un estudio analitico
experimental en el <cual se verificaron los siguientes
examenes microbioldégicos para determinar, la presencia o
ausencia de bacterias en el agua envasada producida por las

empresas de occidente:

9t Numero mas probable (NMP).

2 Conteo bacteriano total (CBT).

3. Prueba de Escherichia coli.

4. Pruebas para determinar Pseudomonas.

# E1 Anexo 1 y 2 muestra el formato de solicitud para
obtener numero de registro sanitario del Ministerio de

Salud Publica y Asistencia Social, para el agua envasada.



LITERATURA REVISADA

IMPORTANCIA DEL AGUA

El agua es el recurso natural mas importante del mundo,
ya que sin ella no podria existir la vida y la industria no
funcionaria. A diferencia de muchas otras materias primas,
el agua no tiene sustituto en muchas aplicaciones. El agua
tiene un papel vital en el desarrollo de las comunidades,
ya que depende de que su abastecimiento sea seguro para que
una comunidad se establezca.

El agua como un recurso natural debe administrarse
cuidadosamente, ya que las poblaciones en desarrollo y los
complejos industriales tienen demandas de agua siempre
creciente (Harvey, 1966)

Segtn Tebbutt (1990) citado por Rosales (1997), el agua
para beber debe ser adecuada para el consumo humano o sea
potable y agradable al paladar, es decir, estrictamente
atractiva. Ademas, tanto como sea factible, debe ser
adecuada para otros usos domésticos.

Para Edelweiss (1998), la importancia del agua no solo
se basa en que es altamente necesaria para satisfacer 1la
mayor parte de las necesidades humanas; sino también porque
es una sustancia que sirve como vehiculo de muchas

enfermedades, por contener virus, bacterias y protozoos,
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los cuales pueden causar desde simples desarreglos
gastrointestinales hasta disenteria amibiana. Las bacterias
causan el cbdlera, tifus, disenteria, neumonia,
colibacilosis y otras enfermedades. Los virus producen la
hepatitis A y la poliomielitis entre otras.

SITUACIONACTUAL DEL AGUA POTABLE

Controlar el estado sanitario del agua de los cuerpos
hidricos superficiales a los que llegan descargas urbanas e
industriales, es de primordial importancia, va que
frecuentemente sus aguas son utilizadas para usos
domésticos y potables. Ademas de que la contaminacidén puede
afectar las capas subterraneas subyacentes; que dependiendo
de su extensidn, pueden ser zonas mas ©O menos amplias de
las que se extrae agua destinada al consumo humano,
Repetto (1991).

Los problemas relativos al acceso y calidad del agua
potable han adquirido una importancia significativa en 1las
organizaciones de consumidores de muchors paises en
desarrollo, 1lo cual es resultado de una mayor toma de
conciencia ciudadana que observa con preocupaciédn como el
costo del servicio y posibilidades de disponer de agua

limpia y segura son cada vez mas escasas para importantes
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segmentos de la poblacién (Revista CDC®” 1998).

Una reciente investigacién hecha por la CDC (1998) ha
permitido constatar que en términos de calidad, algunas de
las marcas de agua envasada, comercializadas en El Salvador
no son mejores que el agua distribuida publicamente por la
ANDA.’

A raiz de esta situacidén el CDC desarrolld el proyecto
"Investigacidn de la calidad de aguas embotelladas
comercializadas en el Aarea metropolitana de San Salvador",
con el objeto de determinar si esta clase de agua cumple
con las normas y estandares gque rigen la produccién vy
comercializacidén de este producto, para lo cual analizaron
10 marcas entre nacionales e importadas; siendo una de
éstas "La Fuente" de Sonsonate. Los resultados que se
obtuvieron, mnmuestran que el agua envasada de la marca "La
Fuente" de Sonsonate, es 100% no apta para el consuno
humano.

Por otro lado, el CDC (1998), los resultados obtenidos
en sucesivos analisis sobre la calidad del agua distribuida
por la ANDE* en cpatro departementos del pais {Santa BRoa,

San Miguel, La Paz y San Salvador); han puesto al

¢ CDC: Centro para la Defensa de los Derechos del Consumidor.
7 ANDA, Administracion Nacional de Acueductos y Alcantarillados.
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descubierto grandes deficiencias sanitarias en el agua
distribuida por esta institucidén y como consecuencia de
ello muchos consumidores se han visto en la necesidad de
adquirir aguas envasadas para el consumo doméstico vy
oficina.

Los resultados determinaron graves deficiencias
sanitarias en el agua distribuida en los cuatro
departamentos habiéndose detectado la presencia de
coliformes arriba de los limites permisibles, sin que 1las
instituciones pertinentes hayan realizado los esfuerzos
necesarios para encontrar solucidén a este problema de salud
pablica nacional.

El CDC determiné ademads que en términos relativos el
59.38% de las muestras analizadas resultaron no aptas para
el consumo humano, y su ingestidén, en estas condiciones,
representa un permanente riesgo para la salud de los
consumidores.

Un ejemplo claro fue el analisis microbiolégico
efectuado en San Miguel, en donde el 77% de 87 muestras
resultaron no aptas para el consumo humano. Se pudo
detectar la presencia recurrente de E. coli. Al descubrir

los resultados en forma general, encontraron gque en Santa
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Ana el 55% del agua (de 113 muestras) no es apta para el
consumo humano; en La Paz el 75.86% (de 39 muestras) y San
Salvador el 26% (de 153 muestras).

CONTAMINACION DEL AGUA

Contaminar el agua es alterar sus caracteristicas
naturales originales vya sean estas fisica, guimicas
microbioldégicas y radioldgicas. (Brock 1988, Ministerio de
Salud 1997).

Una caracteristica de la mayoria de las aguas naturales
es que contienen una amplia wvariedad de microorganismos,
Harvey (1966). Los tipos y numeros de los diferentes grupos
presentes estan relacionados con la calidad del agua.

La diversidad de microorganismos que se transmiten al
humano por wvia del agua incluye bacterias, virus vy
protozoarios. Muchos de ellos crecen en el tracto
intestinal Yy salen del cuerpo en las heces. La
contaminacién de los suministros de agua con dichos
microbios puede ocurrir entonces por la via fecal y, si el
agua no se trata de un modo adecuado, los microorganismos
entran a un nuevo hospedero cuando este consume el agua y
debido al elevado consumo de ésta, puede ser daflina, aun si
contiene s6lo un pequefio namero de patdgenos (Carpenter

EoET ] .
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Las Dbacterias patdgenas mas 1importantes que se
transmiten son: ColjiFormes, Pseudomonas, Salmonella vy
Vibrio cholerae. Esto puede constatarse con 1los anexos 3,
4, 5 que muestran 1los graficos de las enfermedades de
origen hidrico, reportadas por el departamento de
epidemiologia de 1la zona occidental (Ministerio de Salud
Piblica y Asistencia Social).

La mayoria’' de especies que se encuentran en el agua
natural y en el agua residual son inocuas para el hombre.
Sin embargo, ciertos microorganismos causan varias
enfermedades y su presencia en el agua representa un
problema de salud. Por esta razdn, es necesario conocer los
principios basicos de 1la microbiologia y asi comprender
como participan los microorganismos en el control de 1la
calidad del agua. Tebbutt (1990), citado por Rosales
{1T957Y.

El método ideal de analizar el agua respecto a la
seguridad o sanidad bacterioldgica incluye 1la busqueda de
patbégenos transmitidos por ella.

En la actualidad esto es poco practico. El1 agua que
contenga pocos patdédgenos por litro puede estar 1o
suficientemente contaminada para causar enfermedades; asi

por ejemplo, en la excreta de una persona enferma de fiebre
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tifoidea, los patdgenos inmersos suelen ser pocos, por lo
que es necesario examinar grandes muestras para
encontrarlos. AUGn mdas, las especies patdgenas en el agua
contaminada con "aquas negras" muchas veces son ocultadas
por gran cantidad de bacterias de 1l1la flora intestinal
normal.

El reconocimiento de los microorganismos patdgenos del
agua © aguas negras, en consecuencia es muy dificil. Se han
empleado varios grupos de bacterias que aparecen
normalmente en el intestino del hombre o© los animales para
indicar la contaminacién del agua potable por aguas negras;
siendo los dominantes estreptococos fecales, algunos
anaerobios espordgenos y las bacterias coliformes, que son
los indicadores de contaminacién fecal mas empleados
(Carpenter, 1967); quien ademds considera que el agua para
ser potable, es necesario que sea limpia, £fresca, sin
sabores y olores desagradables o que causen rechazo de
quien la consume, W sin sustancias quimicas o)
microorganismos nocivos.

Para Kemmer & McCallion (1982) Agua potable: Es toda
agquella que estad libre de contaminantes fisicos quimicos Yy
bioldgicos, no causan ningin dafio al ser humano. Mientras

que para el Ministerio de Salud (1997), el agua potable es
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toda aquella que se destina al consumo directo sin que sea

necesario someterla a un tratamiento o proceso adicional.

El agua potable envasada o el agua potable destinada a ser

envasada se considera un alimento.

FEl agua potable envasada de acuerdo a la IBWA en el

manual para plantas embotelladoras de agua del Ministerio

de Salud, (1997); debe cumplir con el siguiente requisito:

A-—

El CBT® para HPC’ no debe ser mayor de 30UFCY® por

muestra.

Esta norma recomienda las siguientes pruebas de
control de <calidad obligatoria para el agua
envasada:

Conteo en placa:

Para menos de 200 muestras debera encontrarse el
90% de las muestras de analisis bajo el nivel
permisible.

La frecuencia de analisis y muestreos deberad ser a
diario o semanalmente segun lo recomienda la IBWA.
Bara el CONBRCYT™ (1998), em la  prueecba de

Coliformes:

¢ CBT: Conteo Bacteriano Total.
? HPC: Conteo Heterotrofico en Placa.
18 UFC: Unidades Formadoras de Colonias.
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- El nivel permisible serd menor de 2.2 coliformes
por 100ml (NMP).

i La técnica empleada serd la de tubo multiple.

- Debera efectuarse semanalmente seguin la FDA.

El Ministerio de Salud (1996) hace 1las siguientes

consideraciones:

1= Que para el agua envasada no debe existir presencia de
coliformes.

P= Que cuando por el método de tubos multiples de

fermentacién se examinen 5 porciones de 10cm® cada
una; la ausencia de gas en todos los tubos se expresa
como NMP menor 2.2 coliformes totales en 100cm® 1lo
que significa que, esa muestra satisface la norma de
calidad y el agua es adecuada para el consumo humano.

DESCRIPCION DE LAS BACTERIAS COLIFORMES.

Son bacilos cortos gram negativos que fermentan 1la
lactosa, formando acido y gas. Son anaerobios facultativos
y se multiplican con mayor raplidez a temperaturas entre 30
y 37 ©°C. Crecen en abundancia en medios de cultivo

corrientes como, caldo y agar nutritivo.

"' CONACYT: Consejo Nacional de Ciencia y Teconologia.
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Se sabe que dos especies aparecen con frecuencia
suficiente para mencionarse: Escherichia coli y Aerobacter
aerogenes suelen encontrarse en el tracto intestinal del
hombre y otros animales de sangre caliente.

E. coli muy pocas veces, si es que acontece, se le
encuentra fuera del intestino, excepto cuando ha ocurrido
contaminacidén con excretas humanas 0 de animales
homeotérmicas (Carpenter, 1967).

E. coli y la mayor parte de todas 1las Dbacterias
intestinales forman colonias circulares, convexas y lisas
con bordes definidos. Las colonias de Enterobacter son
semejantes pero un poco mas mucoides.

E. coli produce de manera tipica pruebas positivas a
indol, descarboxilasa de 1la 1lisina y fermentacién del
manitol, lo mismo que gas a partir de 1la glucosa. E1
microorganismo aislado de la orina se puede identificar con
rapidez como E. coli porque produce hemdlisis en agar
sangre, morfologia tipica de las colonias con un
"resplandor" iridiscente en los medios diferenciales como
Agar Eosina Azul de Metileno y prueba de mancha del indol

positiva. Mas del 90% de E. coli aisladas son positivas

para la B-glucuronidasa usando el sustrato 4-
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metilumbeliferol- B-glucurdnido.

Se utilizan de modo frecuente algunas pruebas como por
ejemplo produccidén de indol a partir del triptdéfano en 1los
sistemas de identificacién rapida, en tanto que se usa
menos a menudo otros como la reacciédn de Voges—-Proskauer,
produccidén de acetilmetilcarbinol a partir de la Dextrosa.
El cultivo en medios diferenciales que contienen colorantes
especiales y carbohidratos (por ejemplo, Eosina Azul de
Metileno, medio de MacConkey o) medio desoxicolato)
distingue entre 1las colonias que no fermentan (no se
pigmentan) y puede permitir la identificacién presuntiva
rapida de las bacterias intestinales.

E. coli produce fermentacién rapida de la lactosa con
un resplandor metalico en los diferentes medios;
microorganismos con motilidad, colonias planas y no
viscosas (Jawetz et al, 1990).

Una manera facil de identificar a E. coli es por el
aspecto de sus colonias en medios diferenciales en placas.
Las colonias de E. coli en Agar EMB (Fosina Azul de
Metileno) tienen de 2 a 4 mm de didmetro, un centro grande
de color obscuro e incluso negro, y tienen brillo metalico

cuando se observa con luz refleja (Carpenter, 1967).
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Las bacterias se identifican hasta cierto punto por su
aspecto morfoldgico y el color de las colonias y por 1la
tincidén diseniada por el médico danés Christian Gram.

Las bacterias también se identifican por sus
propiedades bioquimicas, probando los tipos de sustancias
que necesitan para crecer y los materiales que producen,
por ejemplo el bacilo E. coli se encuentra en el colon
humano en condiciones normales, pero no el bacilo de 1la
tifoidea y Shigella que producen infecciones intestinales,
y no son huéspedes comunes del intestino.

Los baéilos normales y patdégenos no pueden distinguirse
morfoldégicamente, la E. coli fermenta la lactosa lo gque no
hacen las formas patdgenas (Villee, 1988).

CLASIFICACION TAXONOMICA DE Escherichia coli DE ACUERDO

A JAWETZ et al, (1996).

Reino : Procariote
Divisién & Graciculate

clase : Escotobacteria
Orden : Eubacteriales
Familia : Enterobacteriaceae
Género : Escherichia

Especie ;: coli
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Para Edwards & Ewing (1973), citado por Aguirre (1977},

las enterobacterias coliformes se clasifican por 1las
caracteristicas de sus propiedades de wvirulencia, ya que
cada grupo causa enfermedad por mecanismo distinto, por 1o
gque se han clasificado de la siguiente forma.

TAXONOMIA DE FAMILIA DE LAS COLIFORMES

Familia Enterobacteriaceae
Tribul Escherichia TribulV  Klebsielleae
Género 1 Escherichia Génerol Klebselleae
Especie coli Especie = pneumoniae
Género2 Shigela ozaenae
Especies dysenteriae rhinoschleromatic
Boydii
Sonnei
Tribu Il Edwarsielleae Tribu V Proteae
Génerol Edwarsiella Génerol  Proteus
Especie tarda Especies  vulgaris
mirabilis
morganii
rettgueri

Género Il  providencia
Especie  alcali faciens

stuartii
Tribu 1l1 Salmonellae Tribu VI Erwiniae
Génerol Salmonella Génerol  Erwinia
Especies cholerae-suis Especie amylovora
Typhi Género Il pectobacterium
Enteritidis Especie carotovorum
Género Arizona
Especie hinshawii
Género Ill  Citrobacter
Especies diversas

Freundii
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PATOLOGIA Y DATOS CLINICOS DE Escherichia coli

Jawetz et al (1990) afirma que las infecciones por E.
coli y otras enterobacterias dependen del sitio de
infeccidén y no se pueden distinguir por los sintomas o
signos de los procesos causados por otras bacterias, por 1lo
que afirman que:

y E. coli es la causa mads comin de infeccidén de las vias
urinarias y representan casi el 90% de las infecciones
primarias de las mismas en mujeres Jjévenes. Los signos
y sintomas consiste en miccidn frecuente, disuria,
hematuria y piuria.

La infeccidén de vias urinarias puede dar por resultado

bacteremia con signos clinicos de sepsis.

2 E. coli, es causante de diarreas en extremo comunes en
todo el mundo. Las variedades de E. coli se clasifican
por las caracteristicas de sus propiedades de
virulencia y cada grupo causa una enfermedad por un
mecanismo distinto. Las propiedades de adherencia a las
células epiteliales del intestino delgado y grueso son
codificados por genes en plasmidos. De manera similar,

las toxinas suelen ser mediadas por plasmidos.
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Una descripcidén mas amplia de las enfermedades que
causan E. coli vy otras bacterias enteropatdgenas,

pueden observarse en el siguiente cuadro:
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DESCRIPCION DE LAS BACTERIAS DEL GENERO Pseudomonas

GENERALIDADES:
De acuerde a Rguirre (S.2.). Son baciles rectes o
curvos, (Gram-negativos), méviles 205 R flagelacidén

lofotrica. Su metabolismo es quimioorganotréfico oxidativo.
No fijan nitrégeno, utilizan compuestos de 1 6 2 &tomos de
carbono, son aerobios estrictos, catalasa vy oxidasas
generalmenite positives, grecen entes 4 a 43 ﬂCf El
contenido de Guanina-Cita en su ADN varia de 57 a 70 moles
por ciento.

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS:

Suele estar en cantidades pequefias en la flora
intestinal normal y en la piel humana son los patdgenos mas
importante del grupo. Se encuentran distribuidas con
amplitud en la naturaleza, en el suelo, en el agua, los
animales, en 1los ambientes htmedos de los hospitales.
Pueden colonizar al ser humano normal, son saprofiticos que
producen enfermedades en las personas que tienen bajas
defensas (anormales).

Midez* 0.6x2 pm, pueden encontrarse aisladas en pares y
a veces en cadenas cortas. Crecen con facilidad en muchos

medios de cultivo y produce en ocasiones olor a nixtamal,

dulzébn o de uvas, forman colonias redondas, lisas de color
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verdoso fluorescente. Con frecuencia producen piocianina,
plgmernto azulosg ne fluorescente gue se difunde en agar.

Algunas especies sin embargo no producen piocianina.
Muchas cepas elaboran ademas, el pigmento fluorescente
pioverdina que imparte un color verde alagar. Pero algunas
cepas producen color verde oscuro causado por la piorrubina
o por el pigmento negro piomelanina (Jawetz, et al 1971).

Carpenter (1967) manifiesta que son las bacterias mas
primitivas que existen, son Gram-negativas, tienen paredes
rigidas y muchas especies se mueven por flagelos polares,
aunque algunas son inmdéviles. Incluye este género formas
cocoides, bacilos rectos y curvos o espirales.

Un suborden incluye aproximadamente 50 especies que
contienen bacterioclorofila o clorofila clordética, esta
altima puede acompafiarse de pigmentos carotenoides
amarillos y rojos y de ello resulta que el color de la
bacteria es rojo, pardo, violeta o verde.

DATOS TAXONOMICOS DE PSEUDOMONAS

Pertenecen al orden pseudomonadales, el cual se divide
en 10 familias con 72 géneros, se encuentran principalmente
en la tierra y el agua, las bacterias fotosintéticas se
agrupan en las primeras tres familias, Thiordaceae

(bacteria de azufre 1rojas vy violetas), Arthiorhodaceae
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(bacterias no sulfurosas de color rojo,

chlorobacteriaceae
(Carpenter, 1967).
Brock, et al(l1988),

y especies:

{(bacterias

violeta y pardo)

sulfurosas

¥

verdes)

establece los siguientes subgrupos

Grupo Especie
Subgrupo fluorescente Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas flourescens,
Pseudomonas putida,
Pseudomonas syringae
Subgrupo acidovorans Pseudomonas acidovorans
Pseudomonas testoteroni
Subgrupo Pseudomonas cepacia
Pseudomonas psedomallei,
Pseudomonalleicepacia Pseudomonas mallei
Subgrupo Diminutavesicularis |Pseudomonas diminuta,
Pseudomonas vesicularis
Especies miscelaneas Pseudomonas solanacearum, )
Pseudomonas sachasophila,
- Pseudomonas maltophilia

Para Jawets et al, (1992},

aisladas de las muestras de

-

asl:

seres

humanos

las especies de Pseudomonas

se clasifican

GRUPO

GENERO Y ESPECIE

Fluorescente

putida

aeruginosa,
flourescens,

Pseudomallei

mallei,

pseudomaleii
cepacia
maltophilia
pseudoalcaligenes
putrefaciens
stutzeri

Otros

ool
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PREVENCION Y DATOS CLINICOS DE Pseudomonas N

De acuerdo a Jawetz et al (1996) 1las especies del
género Pseudomonas estan esparcidas y por 1lo general se
encuentran en el suelo, agua y el tracto intestinal de
humanos Yy animales. La especie que se relaciona
principalmente con 1la enfermedad en el hombre es 1la P.
aeruginosa, que es un oportunista que causa infecciones
peligrosas en hospederos inmunhocomprometidos.

Estas infecciones son similares a las causadas por los
bacilos entéricas.

Las infecciones por P. aeruginosa pueden presentarse en
cualquier tejido pero frecuentemente se les ve en
quemaduras vy heridas. La neumonia vy las infecciones
sistematicas que también causa este microbio tienen un alto
porcentaje de mortalidad. P. aeruginosa produce un pigmento
verde azulado, con “olor dulce” descrito como aroma a
nixtamal (distintivo). Este pigmento con frecuencia
proporciona un color caracteristico a pus, que junto con el
olor distintivo sirve para hacer un diagnéstico firme con
aislamiento de la bacteria.

Las infeccionhes por P. aeruginosa son de las mas
dificiles de tratar, ya que son resistentes a la mayoria de

los agentes quimioterapeuticos. Se emplean combinaciones
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frecuentes de agentes antimicrobianos para el tratamiento,
con mayores probabilidades de éxito.

El control y 1la profilaxis se basan en las técnicas
asépticas adecuadas cuando se manejan quemaduras y heridas
abiertas. Las especies de Pseudomonas son capaces de crecer
en el agua con minimas cantidades de nutrientes que
facilmente se encuentran en sitios como el recipiente que
se utiliza para calentar 1los biberones de los niifios, vy
floreros para flores recién cortadas.

Por lo anterior es que se toman ciertas precauciones,
como0 no permitir las flores en areas criticas de los
hospitales y una vigilancia de rutina del agua de bafos y
sistemas de aire, a fin de disminuir el peligro de estas
infecciones. Las especies de Pseudomonas ademas se
encuentran entre las mas resistentes a 1los desinfectantes
quimicos que normalmente destruyen células Dbacterianas
vegetativas.

METODOLOGIA

Para el estudio de la probable presencia de coliformes
y Pseudomonas e€n aguas envasadas producidas en la zona
occidental se tomaron en cuenta las marcas “Aquavita” de

Santa Ana y “La Fuente” de Sonsonate. En Ahuachapan no se
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cuenta con ninguna envasadora de agua, por lo que en ese

departamento se comercializan 1las marcas anteriores vy

otras.

El trabajo se realizd durante los meses de agosto y

septiembre de 1998, se dividid en dos partes:

1-

TECNICA DE CAMPO:

Esta constd de dos fases.

Encuesta:

Se encuestaron 50 personas en Santa Ana, Sonsonate y
Ahuachapan respectivamente (150 en total). En el
desarrollo de las misma, se entrevistaron a personas
en Autobuses, Supermercados, Chalets, en la calle vy
otros lugares, con el objetivo de obtener informacién
directa e 1inmediata sobre diferentes aspectos en el
consumo de agua envasada. Finalmente se procedié a
analizar cada respuesta a las preguntas de dicha
encuesta (ver anexo 6).

Colecta de muestras de agua:

Se hicieron tres colectas a intervalos de 15 dias para
lo cual se visitaron las 3 cabeceras departamentales
de la Zona Occidental y se colectaron diez bolsas de
500 ml, para cada marca de agua en cada cabecera con

lo cual se obtenian 30 bolsas para cada marca por cada
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muestreo; que se colocaban luego en bolsas pléasticas
para ser transportados hasta el laboratorio de
analisis.

Algunos de 1los criterios béasicos que se tomaron en

cuenta para el muestreo de agua envasada fueron 1los

recomendados por el Ministerio de Salud (1996).

a. Tomar por lo menos dos muestras por cada zona o
punte de muesiree.

b. El transporte de las muestras al laboratorio de
andlisis se realizd en el menor tiempo posible y
en condiciones de temperatura ambiente.

c. Al momento de obtener las muestras o transferir
muestras a recipientes; éstos se enjuagaron con
agua destilada estéril para evitar posibles
interferencias con algin residuo del lavado.

s Se utilizaron recipientes previamente lavados y
esterilizados para la obtencién y homogenizacidn
de las muestras.

TECNICA DE LABORATORIO.

Consta de las siguientes fases:

Homogenizado:

De cada una de las unidades (10 bolsas de 500 ml}) se

tomaron 50 ml y se homogenizaron, con lo cual se obtuvo un
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volumen de 500 ml por cada ciudad.

Luego, de cada una de esas 3 muestras de 500 ml se
Comeron , 38B.35 ml gque s& verbleron en gfg Deoipiembe
previamente lavado y esterilizado. Asi se obtuvo el volumen
muestral de 1000 ml. recomendado por el Laboratorio de
Calidad Integral de FUSADESY (Ver anexo 7 y 8).

B- Diluciones:

Las muestras de 1000 ml de ambas marcas obtenidas en el
procedimiento anterior se utilizaron para preparar
diluciones seriadas de 10 ml cada una; lo cual se hizo de
la siguiente manera:

Se tomd (al inicio), 1.0 ml de la muestra de 1000 ml y
se agregd a un tubo que contenia 9.0 ml de agua destilada
estéril, se homogenizd, y se denomindé Tubo No. 1 (T.1l); de
concentracién 1x1071-

Seguidamente se tomé 1.0 ml de la dilucién 1x107! y se
agregd al tubo No. 2 (T.2), que también contenia 9.0 ml de
agua destilada estéril, se obtuvo asi la dilucién 1x107? vy
asi se procedié para obtener la dilucién 11673 del tubo
No. 3 (T.3), de la misma forma se obtuvieron las diluciones

para los muestreos No. 2 y 3.

"2 FUSADES: Fundacion Salvadoreda para el Desarrollo Econdémico y Social.
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Para que 1los andlisis fueran representativos se
realizaron 3 repeticienes de cada dilueldn per edda
muestreo para cada marca.

Los procedimientos de 1la dilucidén se ilustran en el
anexo. No. 9.

C= Incubacion y técnica de cultivo

Para determinar Ja presengia de Pseudomonas V4
coliformes; se siguidé la metodologia sugerida por Brock et
al (1988), la cual considera las siguientes pruebas para la
determinacidén de bacterias en el agua.
: 3 El Nuamero Mas Probable (NMP) vy.

2k El Conteo Bacteriano Total (CBT).

i, El Numero Mas Probable (NMP).
Este método se vale de Medios de Cultivo liquidos, en
este caso se utilizd el caldo lactosado en tubos de ensayo;
y las porciones de agqua de concentraciédn conocidas se
anadieron a dichos tubos.
El método NMP consta de tres etapas en el

procedimiento, estas son:

a. Prueba Presuntiva.
b. Prueba Confirmada.
@t Prueba Completada.

Para la determinacién de las concentraciones de 1las
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bacterias por mililitro (NMP), se utilizd la tabla sugerida
por Brock et al (1988). Ver anexo 13.

Prueba presuntiva.

En esta etapa las diluciones de la muestra de agua (1.0
ml.), se inocularon en tubos que contienen Medio de Cultivo
(Caldo Lactosado) estéril con sus respectivos tubos de
fermentacién (como se muestran en la figura 1) los cuales
se prepararon y se esterilizaron previamente a 121 °C y 15
1bs. de presién por 15 minutos, en un autoclave.

Al 1inicio se 1inocularon 3 series de 5 tubos. De la
muestra 10° se inocularon 5 tubos con 1.0 ml. cada uno; de
la dilucién 10! se inocularon otros 5 tubos y de 1la
dilucién 1072 se inocularon también 5 tubos que hicieron un
total de 15 +tubos con caldo lactosado 1inoculado por
muestreo, mas un tubo sin inocular (Testigo).

Los tubos asi inoculados se incubaron a 35 °C durante
48 horas. Si habia produccién de gas en los tubos de
cultivo después de este tiempo, la prueba se considera una
prueba presuntiva positiva y se continuaba con la sigulente
etapa o sea la prueba confirmada.

Prueba Confirmada.

En esta etapa el inoculo (muestra), se tomdé de 1los

tubos que dieron resultados positivos en la dilucién de
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concentracién mas alta de la etapa presuntiva. Se
inocularon por estrias con asas bacterioldgicas en cajas de
petri con medio cultivo de Agar FEosina Azul de Metileno
(EMB); por ser éste, un medio selectivo para coliformes
puesto, que éstos producen acido a partir lactosa, formando
colonias de color muy oscuro (verde) con brillo metalico y
con una pustula negra en el centro, debido a la acumulacién
de 1los colorantes eosina y azul de metileno en condiciones
acidas. La presencia de estas colonias se considera una
prueba confirmada positiva.

Prueba Completada.

Para esta prueba, se seleccionaron las colonias tipicas
de las placas de <cultivo en EMB, con crecimiento
positivo(+) de la etapa anterior y sSe inocularon con asas
bacterioldgicas en caldo Lactosado con tubos de
fermentacidn.

En los que se produjo gas, se practico tincidén de Gram
para asegurarse que 10s microorganismos aislados en

realidad fueran bastones del grupo coliforme. (Ver Fig. 1).
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Conteo Bacteriano Total (CBT)

Este método se utilizé para determinar el nGmero de
bacterias de diferentes especies que el agua envasada
contiene, para lo cual se utilizdé agar nutritivo en placas
de petri como Medio Cultivo, para cada una de las
diluciones; 107! 1072 y 107® se hicieron cuatro siembras;
(ver anexo 9). Para ello cada una de las cajas fue
inoculada con 1 ml. de agua de 1la dilucién utilizando
pipetas estériles; mas una caja con medio de cultivo que no
se ineoculd (Testigo).

El numero total de bacterias, se determiné por el
conteo en placa; multiplicando el nUmero de colonias por el
reciproco de 1la dilucidén correspondiente. Este método se
basa en la suposicidén que cada colonia que crece en la
placa después de 12 a 48 horas de incubacién a 37 °C, se
ha originado a partir de 1la multiplicacidén de una sola
bacteria, de tal forma gque el nUmero total de las
diferentes colonias indica 1la concentracidén y wvariedad de
las bacterias existentes en la muestra de agua. Este
procedimiento se realizdé simultaneamente con la prueba

presuntiva del nimeroc mas probable (NMP).
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Determinacién de la Presencia de Escherichia coli en

las Muestras de Aguas Envasadas.

Para esta actividad, se seleccionaron colonias
bacterianas de algunas placas de EMB que resultaron
positivas en la etapa confirmada del método para determinar
el Namero Mas Probable (NMP) y se sometieron a pruebas
bioquimicas especificas para determinar Escherichia coli;
estas fueron:

1. Prueba de Indol (para detectar presencia de E. coli debe
resultar positiva).

2. Prueba de Vogesproskouer (para detectar presencia de E.
coli debe resultar negativa).

3. Prueba de Rojo de Metilo (para detectar presencia de E.
coli debe resultar positiva).

4. Prueba de Citrato (para detectar presencia de E. coli
debe resultar negativa).

Estas pruebas se amplian en los anexos 12, 13 y 14.
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RESULTADOS

RESULTADOS DE LA ENCUESTA:

CUADRO 2: Muestra de los totales y porcentajes del consumo

de agua envasada (pregunta 1).

RESPUESTAS TOTALES PORCENTAJES
SI 100 66.67%
NO 50 23.33%

El 66.67% respondié que si habian consumido agua envasada y

el 33.33% respondidé que no.

CUADRO 3: Muestra los totales y porcentajes de preferencias

para las diferentes marcas de agua (pregunta 2).

MARCA TOTALES PORCENTAJES
AQUAVITA 34 n 22.60%
LA FUENTE 24 16.00%
OTRAS 92 61.33%

El 22.6% respondié haber consumido agua de la marca
Aquavita, el 16% de la marca La Fuente; en tanto que el

61.33% ha consumido agua de diferentes marcas comerciales.
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CORDRO 42 Muestra leos tobales 'y porcentgijes para los

lugares donde se compra agua envasada (pregunta 3)

LUGAR TOTALES PORCENTAJES
SUPERMERCADOS 39  26.00%
CALLES 34 22.66%
BUSES 56 37.34%
OTROS 2F 14.00%

Respecto a los 1lugares donde compra el agua envasada, el
26.00% respondidé que en Supermercados, el 22.66% en la
calle, 11 37.34% dijo haberla comprado en 1los buses; y un
14% que manifestd haber comprado agua envasada en otros

lugares.

CUADRO 5: Representa 1los totales vy porcentajes de Ila

opinidn sobre la calidad del agua (pregunta 4)

CRITERIO TOTALES PORCENTAJES
SI 21 14.00%
NO 58 38.66%
NO SE 41 27 =335
TALVEZ 30 20.00%

Con relacidn a si creen que el agua envasada estad libre de
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contaminacién el 14.00% de 1los encuestados respondid
afirmativamente, el 38.66% sostiene que esta contaminada y
el 37.33% no sabe si estd contaminada, y el 20.00%

manifest6é que talvez lo esta.

CUADRO 6: Muestra los totales y porcentajes para las

diferentes marcas de agua en estudio (pregunta 5)

MARCA ~ TOTALES PORCENTAJES
AQUAVITA 17 ' 11.33%
LA FUENTE 28 ~ 18.66%

OTRAS 101 67.33%
NINGUNA 4 2.66%

Para Aquavita el porcentaje de personas que la consumen es
11.33%, para La Fuente un 18.66%, para otras marcas un

67.33% y un 2.66% manifesté6 que no consumen este producto.

CUADRO 7: Contiene los totales y porcentajes para el
criterio si el agua envasada es buena para la

salud (pregunta 6)

RESPUESTA TOTALES PORCENTAJES
SI 91 60.66%
NO 29 19.33%
" NO SE 17 : 11.33%
TALVEZ 13 8.66%
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El 60.66% manifestdé que tomar agua envasada es mejor para

la salud, el 19.33%

saber.

CUADRO 8: Muestra

observacién de parametros

los totales

(pregunta 7).

aduce que no,

el 11.33% manifestd no

y porcentajes para la

anormales del agua

RESPUESTA TOTALES PORCENTAJES
S1 98 £65.33%
NO 52 34.66%

Para 1la pregunta

suciedad; el 65.33%

mal olor o suciedad en el agua envasada;

7, si ha detectado mal olor, sabor o

34.66% que no detectaron nada.

manifestd haber detectado mal sabor,

a diferencia del

CUADRO 9: Muestra 1los totales y porcentajes para personas

que creen que

se han enfermado por tomar agua

envasada (pregunta 8).
RESPUESTA TOTALES PORCENTAJES
ST 2 1.33%
NO 102 68.00% I
NO SE 24 16.00%
TALVEZ 22 14.66%
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Acerca de si se ha enfermado por tomar agua envasada, el
1.33% respondié haberse enfermado por consumir agua
envasada, el 68% manifestd lo contrario; el 16% no sabe si
se ha enfermado o0 no, en tanto que el 14.66% gque talvez

pudo haberse enfermado.

CUADRO 10: Muestra 1los totales y porcentajes sobre si las
personas saben doénde denunciar la mala calidad

del agua envasadas (pregunta 9).

RESPUESTA TOTALES PORCENTAJES
SI 19 12.00%
NO 132 88.00%

Cuando se interrogd si se conocian las instancias dénde

denunciar 1la mala

manifestd conocerlos,

88% restante

instituciones para hacerlo.

CUADRO 11: Muestra

criterio

si es

calidad de este producto, el 12.00%

no conoce las

totales y porcentajes para el

envasada (pregunta 10).

necesario el consumo de agua

RESPUESTA TOTALES PORCENTAJES
ST 51 34.00%
| NO 99 66.00%
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Sobre la pregunta 10, si es necesario consumir agua
envasada el 34% manifestd que es necesario consumir agqua

envasada; en tanto que el 66% opind lo contrario.

CUADRO 12: Muestra los totales vy porcentajes para el
criterio de si es necesario eliminar las aguas

envasadas (pregunta 11).

RESPUESTA TOTALES PORCENTAJES
& 0 - 00.00% |
NO T 100 100.00%

Sobre si se considera necesario eliminar las aguas
envasadas el 100% de los encuestados respondié que no es

necesario eliminarlas.
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Para wvisualizar con mayor facilidad los resultados en
porcentajes respecto a la encuesta, se presentan 1las

graficas siguientes:

GRAFICO 1: Muestra los porcentajes de las respuestas para

la pregunta No. 1 de la encuesta (ver anexo 6)

BUSES
37%

CALLES
23%

GRAFICO 2: Muestra los porcentajes para los lugares donde

se compran agua envasada.
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Muestra los porcentajes sobre la opinidén de

calidad del agua.

Contiene 1los porcentajes para el criterio si

agua envasada es buena para la salud.

la

el
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GRAFICO 5:

GRAFICO 6:
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Contiene los porcentaljes para la observacidn de

los parametros anormales del agua.

Si
13%

[

~h.nni“}

Muestra los porcentajes sobre si las personas

saben dénde denunciar la mala calidad del agua.
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RESULTADOS DE LOS EXAMENES MICROBIOLOGICOS.

Los siguientes cuadros muestran
Conteo Bacteriano Total (CBT)
Fuente en tres muestreos consecutivos

Nutritivo como medio de cultivo.

CUADRO No. 13 CONTEO BACTERIANO TOTAL PARA
ENVASADA DE LA MARCA AQUAVITA

los

utilizando

EL AGUA

resultados

del

para las marcas Aquavita y la

Agar

# DE DILUCION # DE # # TOTAL DE BACTERIAS (CBT)

MUEST DE LA CAJAS/PE TRI PROMEDIO PROMEDIO

REO MUESTRA INOCULADAS DE Por/lml Por/100m Por/500ml

COLONIAS 1

~[10~ 1] 4 Demasiado Demasiado Demasiado Demasiado

numerosas numerosas numerosas numerosas

1 para contar para 'para contar
contar

{052 4 29 2.9x10° . | 1.45x10°
2.9x10

— [[HaF? 4 129 1.29x10° , | 6.45x10°
1.29x10

T TR 4 47 4.7X10% | a.7xX10%[ 2.35x10"

2 G | 4 37 3,9%10% 1 3.7%10°] 1.85%10°

T 4 5 5.0X10° | 5.0x10°| 2.5x10°

~fro] 4 100 i, 0%i0° 1 1.0%10°] 5X10’

3 -[107%] 4 10 1. oELe® 1.0%310% 5%x107

=R 4 3 7.0%X10° 1 7.0%x10%f 3.5x102

El cuadro 1, muestra 1os resultados del Conteo

Bacteriano Total (CBT) para 1la marca, Agquavita en 3

muestreos sucesivos,

En el muestreo No. 1,

utilizando 3 diluciones.

el crecimiento fue positivo en
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todas las placas, pero en las correspondientes a 1la
dilucién 10 fue tan grande que el conteg de las colonias
no fue posible en wvirtud de que dichas colonias guedaron
tan Jjuntas que en varios sectores de 1la placa habia
coalescencia. El1 promedio de colonias de las placas
correspondientes a la dilucién 1072 fue de 29 y de 129 para
la dilucién 1073 a lo cual corresponde un Conteo Bacteriano
Total (CBT) de 2.9x10% bacterias/ml segtn la dilucién 1072 y
1.29x%10° bacterias/ml de acuerdo a la dilucién 1073 Con
base a dichos datos se determindé también el CBT por cada
100 y 500 ml de agua los cuales fueron 2.9x10° y 1.45x10°
segan la dilucién 1072 y 1.29x107 y 6.45x10° segtn la
dilucién 107* respectivamente.

Las concentraciones bacterianas (CBT) para los
muestreos 2 yv 3 se obtuvieron de igual forma que en el
muestreo 1, por 1lo que Se pueden Iinterpretar en forma
similar.

/EscuEL A o)
DE =

k sloLo@l «“‘I
\%: 7
N p A
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CUADRO No.14: RESULTADO DEL CBT.
PARA EL AGUA ENVASADA DE LA MARCA LA FUENTE

# DE DILUCION # DE # PROMEDIO # TOTAL DE BACTERIAS (CBT)
MUESTREO DE LA CAJAS/PET DE PROMEDIO
MUESTRA RT COLONIAS Por/1ml Por/100m |Por/500m
INOCULADA 1 1
S
-r107] 4 200 2 Gl 2. 0107
-[107 2] 4 23 2.3x10° 1 00xdo®
—[10721 4 78 . g1 2.3x10°
i

Sele® 1 A5t e®

~J

3.90x10°

-[10~*! 4 62 6.21a 6,2010% 3.ER10°

= [ La% 4 20 2.0x10° 1.0x10°

5 -11073] 4 5 5. 0KL07 2. 0E1gR) 2)EErg®

W0y sl

-[107Y 4 97 g, FXL0* 9.7x10%[ 4.85X10’

3 -[1077] 4 21 2 .1%10° 2.1x10°|1.05%x10°
-11072] 4 11 ¥ e 1.15m10°%] 5. 50%20°

En los resultados gque muestra el cuadro No. 14 de 1la
marca Fuente. Se observa que en el muestreo No. 1 el
crecimiento fue positivo en las doce cajas inoculadas; y en
todas ellas fue factible el conteo.

En las placas procedentes de la dilucidn 107! se obtuvo
un promedio de 200 colonias por placa de petri, del
crecimiento generado a partir de la dilucidn HRET &1

promedio fue de 23 colonias por placa de petri, y fue de 78




46

colonias por placa procedente de la dilucién 1073 En
consecuencia los conteos bacterianos por mililitro de 1la
muestra original  resultaron ser 2x10% 2.3x10® y 7.8x10%
respectivamente. Por ecada 100 y 500 mE del agua de la
muestra original fueron también respectivamente 2.0x10° W%
1.0x10%° 2.3x10% y 1.15x10% y, 7.8x10° y 3.9x10°-

Los resultados del CBT para los muestreos 2 y 3 se
obtienen de igual forma que en el muestreo 1 explicado
anteriormente y las concentraciones obtenidas se encuentran
en el orden de 10% 10° y 10° por cada 100 ml de agua
envasada y de 10’ y 10® por cada 500 ml.

Los cuadros 15 y 16 muestran los resultados para los

Numero Mas Probable (NMP), de coliformes.

CUADRO No.15: RESULTADOS DEL CONTEO BACTERIANO
“NUMERO MAS PROBABLE"” (NMP) DE COLIFORMES.
EN AGUA ENVASADA DE LA MARCA AQUAVITA.

Diluciones
Concentracién
10° Lo= 1072 NMP/100m1
No. de muestreo
1 ¢ | 0 § 0 | =iz
2 4 2 1 - 260
3 5 5 5 16000
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El cuadro 15 concretamente da a conocer los NMP para
los 3 muestreos de la marca “Aquavita”.

Para el primer muestreo el NMP/100ml es menor que 2.0;
esto debido a que en ninguno de 1los 15 tubos (5 de
concentracién 10% 5 de 10! y 5 de 1072 hubo formacién de
gas como indicador de 1la presencia de coliformes. En el
muestreo 2; 4 tubos dieron positivo para coliformes en la
concentracién 10°; 2 para la de 10! y 1 para la de 10°%
siendo en consecuencia el Nuamero Mas Probable por 100 ml
igual a 260. En el muestreo 3 los 15 tubos dieron
resultados positivos (5,5,5), correspondiéndole a esta
secuencia numérica el wvalor 16,000 como NMP/100ml. (Ver
anexo No. 13)

Algunos de los coliformes encontrados en este producto

pueden observarse en las microfotografias de figura 2.

CUADRO No.16: RESULTADOS DEL CONTEO BACTERIANO “NUMERO
MAS PROBABLE (NMP) DE COLIFORMES TOTALES.
AGUA ENVASADA DE LA MARCA LA FUENTE

Diluciones
Concentracidn
\\ 10° 107t 1072 NMP/100m1
No. de muestreo ;
1 0 0 0 o0
= — $1 | _§ | B —% 3500
3 4 2 0 220
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En el cuadro 16 se presentan los resultados de los
Nameros Mas Probables por 100 ml de agua originaria de 1la
marca “La Fuente”. En el primer muestreo el NMP/100m]l fue
menor que 2.0 coliformes, el crecimiento fue 0,0,0 para las
concentraciones 10°, 10! y 107%" En el segundo muestreo el
resultado fue positivo en 11 tubos; los 5 de 1la
concentracién 10°, los 5 de la concentracién 107! mas 1 de
la copeentrzeidn 107%% siendeo por tante ii secusncia 5-5-%
lo que implicé como NMP/100ml wun wvalor de 3,500. En el
muestreo 3 dieron resultado positivo 4 tubos de la dilucidn
108, 2 de la @ilucidém L0* v 0 de la dilucién 105 siends
por tanto de acuerdo a ésta secuencia numérica (4,2,0) el
NMP/100ml igual a 220.0, de acuerdo a la tabla sugerida por
Brock et al (1988), para determinar el Numero mas probable
de coliformes. Ver anexo N° 13.

En la siguiente pagina se pueden observar algunos
coliformes encontrados en el agua de la marca La Fuente y

Aquavita.
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Microfotografias de bacterias coliformes encontradas en el
agua de la marca AQUAVITA, expuestas a tincién de Gram
(1000x)

Microfotografias de bacterias coliformes encontradas en el
agua de la marca LA FUENTE, expuestas a tincién de Gram
(1000=)
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RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS

Los resultados de 1las pruebas bioquimicas para la
determinacién de Escherichia coli, en las marcas Aquavita y
La Fuente de tres muestreos sucesivos se muestran y 1los
cuadros siguientes.

CUADRO No.l17: RESULTADOS DE LA APLICACION DE IAS PRUEBAS
BIOQUIMICAS QUF. DETERMINAN LA PRESENCIA O NO DE E. coli EN

AGUA DE LA MARCA AQUAVITA

PRUEBAS BIOQUIMICAS ~ |Presen
# de cia de
ESErey Indol Rojo de Voges— | citrato E.
(+) Metilo (+) | Proskauer (-) | Simons (-) coli
(+)
1 = = % it =
2 = -+ - - 2
3 + + i B = = = +

En el muestreo No. 1 no se detectdé 1la presencia de
bacterias, mientras que en los muestreos dos y tres los
resultados de las pruebas biogquimicas muestran

evidentemente la presencia de E. Coli. (Ver figura3).
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CUADRO No.18: RESULTADO DE LA APLICACION DE LAS PRUEBAS
BIOQUIMICAS QUE DETERMINAN LA PRESENCIA O NO DE E. coli EN
AGUA DE LA MARCA LA FUENTE.
PRUEBAS BIOQUIMICAS Presen
it de - cia de
muestreg Indol Rojo de Voges— Citrato E.
(+) Metilo (+) | Proskauer (-) | Simons (-) coli
(+)
1 = = T + -
2 = 3 = = =
B + + - - +

El cuadro No.
la ausencia de E.

los resultados de las pruebas bioguimicas,

hace

muestreos

evidente

2. v | 8;

la

18 de igual forma que el anterior muestra

Coli en el primer muestreo de acuerdo a

Las

presencia de

pruebas

esta

pueden observar en la figura 3.

bioguimicas

bacteria

mientras que se

en los

realizadas se



BTG,

Indol Rojo de M. Voges-P. Citrato y ST

Pruebas biogquimicas para el agua de la marca AQUAVITA.

Indol Rojo de M. Voges-P. TES A Citrato

Pruebas bioguimicas para el agua de la marca LA FUENTE.
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CUADRO 19: RESULTADOS DE LA APLICACION DE LAS PRUEBAS
BIOQUIMICAS QUE DETERMINAN LA PRESENCIA O NO DE
PSEUDOMONAS EN AGUA DE LA MARCA AQUAVITA.

DETERMINACION DE PSEUDOMONAS EN AQUAVITA
# de Crecimiento Pigmento Olor Presencia
mestreo | poy en piocianina en | Caracteris- | Ureasa pseudd:monas
Mackonkey Muller Hinton tico
1 + -+ + + — +
2 + + + 2 e 7
3 = + ] e & = +

Este cuadro muestra el resultado de las pruebas para
determinar la presencia de Pseudomonas en el agua
distribuida con el nombre de Aquavita, en el se puede
observar que para los 3 muestreos el crecimiento de esta
bacteria fue positivo. De igual forma el cuadro numero 20
muestra idénticos resultados para el agqua distribuida con

el nombre de La Fuente.

CUADRO No. 20: RESULTADOS DE LAS PRUEBAS PARA
DETERMINAR LA PRESENCIA DE PSEUDOMONAS

DETERMINACION DE PSEUDOMONAS EN LA FUENTE

# de TSI | Crecimiento Pigmento Olor Ureasa | Pseudomonas
muestreo en piocianina en | Caracteristico
Mackonkey Muller Hinton =
d g + + + — i =3
2 + i + P = %
3 : = + + - * |
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GRAFICO 7: Conteo Bacteriano Total, promedio de

Colonias

Vrs. promedio de Diluciones en tres muestreos

sucesivos para las marcas de aguas

Agquawvita y la Fuente.

envasadas

El grafico N° 7, del Conteo Bacteriano Total para,

Aquavita; en 1la dilucidn 107} muestra una concentracién

mayor de 200 colonias de bacterias por ml de diluciédn

10" para la dilucién 10-2 el promedio correspondiente

25.33 colonias por ml, para la dilucién 107? el
colonias de 47.63 colonias.

Para el agua de la marca “La Fuente” el
colonias que fue de 119.6 en la dilucién 1071r

dilucién 102 v de 31.3 pars la dilucién 107%;

promedio

promedio

21.3 en

de

es

de

de

la
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GRAFICO 8: Resultados del NMP de Coliformes totales en tres

muestreos sucesivos para la marca Aquavita.

El grafico No. 8 muestra los resultados del NMP de
coliformes totales en 3 muestreos sucesivos para el agua
envasada de 1la marca Aquavita. El comportamiento de 1la
grafica Tneshrs fnz tEcondencis creciente, en guante a
concentracién de bacterias. Para el muestreo No. 1 donde la
concentracidn es <l . T coliformes el rectangulo
correspondiente a esta concentracidén queda solo indicado
(marcado) sobre el eje “X”. Para los siguientes muestreos
{2 vy 3) el grafico muestra una tendencia creciente, gue
indica concentraciones muy elevadas de coliformes (260 vy
16,000) NMP (100 ml.), correspondientemente segin cuadro

Noex 15w,



GRAFICO 9: Grafica de resultados del NMP de coliformes
totales en tres muestreos sucesivos para la marca
La Fuente.

El grafico No. 9 muestra los resultados del NMP en 3
muestreos para el agua envasada de la marca “La Fuente”. La
concentracién correspondiente al muestreo No. 1 es menor
que 1.1 coliformes, el rectangulo que corresponde a esta
concentracidén, estd solo indicado (marcado) sobre el eje
wyrr

El rectéangulo del muestreo No. 2 es el de mayor tamafio
va que muestra la concentraciédn de bacterias coliformes mas
alta gue se obtuvo en estos exdmenes (3500 NMP/100 ml.);
para el muestreo numero 3 1la concentracién es de 220
NMP/100 ml. por lo que el correspondiente rectangulo es

relativamente mas pequefio que el del muestreo No. 2.
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DISCUSION DE RESULTADOS.

En los resultados obtenidos del Conteo Bacteriano Total
para la marca AQUAVITA, se presentaron diferentes especies
de Dbacterias, en los tres muestreos realizados; se
determinaron concentraciones, que superan los niveles
maximos permisibles, recomendados por la Norma Salvadorefia
para Aguas Envasadas, esto puede constatarse en grafico No.
7 del CBT, donde el regtangule de la diluciém 10" sebrepasa
la concentracién maxima permisible 100 UFC/ml establecido
por CONACYT para el Conteo Bacteriano Total (CBT).

En el muestreo No. 1, hecho a la marca Aquavita, la
dilucién 1072 presenta una concentracién promedio de 29
eplontas y la dilueidn 107 uwn promedico de 129 cploniass, la
cual no es un resultado 1légico, ya que se esperaba que el
mayor promedio correspondiera a la dilucién mas concentrada
(10'”' como puede observarse en las diluciones de 1los
muestreos 2 y 3, donde 1los promedios de las colonias
bacterianas son menores cuando las diluciones son menos
concentradas. Esto se debe a que la probabilidad de
encontrar las bacterias en el mililitro de dilucidén con el
gue se inocula la caja de petri es de 1/10; ya que, cada
tubo de dilucién contiene 1.0 mililitros de muestra

diluida.
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La explicacidén anterior es valida también para 1los
promedios obtenidos en las diluciones 1072 y 107° del
muestreo No.l del cuadro 14 gue muestra los resultados
obtenidos en el conteo bacteriano total para la marca La
Fuente.

Las concentraciones de bacterias encontradas en 1los
tres muestreos consecutivos realizados en ambas marcas
demostraron que no cumplen con las normas consideradas por
el Ministerio de Salud, contenidas en el Manual de
Capacitacidén para Inspeccién de Plantas FEmbotelladoras de
Agua Potable; que establece el wvalor de 30 colonlas por:
muestra como limite maximo permisible, el cual es ademéas;
el wvalor recomendable por la IBWA en HPC; lo que puede
observarse en el grafico No. 7 del CBT, en donde la
dilucién [10‘1] y [10‘3] sobrepasan la maxima permisible para
esta norma.

No obstante la norma salvadorefla recomienda el valor de
100 UFC/ml, como limite para considerar como apta el agua
para CcOonsumo humano, el que es superado por las
concentraciones bacterianas encontradas en el CBT para esta
marca; aungue el limite microbioldgico que considera el
laboratorio de calidad integral de FUSADES para agua

potable es no mayor de 500 UFG/ml para CBT.
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Este estudio <considera que los niveles maximos
permisibles, 100 UFC/ml; establecido por CONACYT (1998),
500 UFC/ml considerada por FUSADES y 30 colonias/muestra
considerados por Ministerio de Salud son demasiado altos;
ya que una persona normalmente ingiere un promedio de 500
ml que al multiplicarse por las concentraciones antes
mencionadas se obtiene; 50000, 250000, 15000 UFC
respectivamente; por 1o dque estos niveles minimos no
parecen ser saludables.

Tomando en cuenta 1los resultados obtenidos en este
trabajo; para el caso de la marca Adgquavita, la mayor
concentracién factible que se determiné fue de 6.45x10°/500
ml lo que es igual a 6450000000 de bacterias/bolsa de agua
envasada.

Para la marca La Fuente, la mayor concentracién fue
3.9x10°/500 ml, lo que es igual a 3900000000 de
bacterias/bolsa de agua envasada; el manual de capacitacidn
sobre inspeccién a plantas embotelladoras de agua potable
advierte que no existe Estandar de 1la FDA sobre HPC para
productos de agua potable embotellada; ya que, en el agua
pueden haber ciertas bacterias no patdgenas, no coliformes,
las cuales pueden vivir y multiplicarse en agua limpia

incluyendo agua destilada o libre de minerales.
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Por otra parte 1la presencia de microorganismos no
indica que el producto sea nocivo, pero si que existen
fallas en el proceso o método de purificacién de este
producto. La presencia de bacterias en el agua envasada
podria representar peligro, en cuanto que existen algunas
de ellas gue pueden estar infectadas por virws
(bacteridfagos) que muchas veces son causantes de
enfermedades en humanos. Esto puede comprobarse con los
resultados de la encuesta donde el 38.66 de las personas
consideran que el agua envasada estd contaminada (pregunta
4) vy un 1.33% afirma haberse enfermado (pregunta 8)
manifestando presentar dolor estomacal y nauseas a los
pocos minutos de ingerir dicha agua y un ©5.33% manifestd
detectar mal sabor, mal olor y suciedad de acuerdo a la
pregunta 7(turbidez en el agua envasada).

Estas personas manifestaron haber observado particulas
en suspensién en el agua; asi como, también sabor amargo,
olor fétido, ademds de olor a plastico; ambos muy
desagradables, sin embargo muchas personas (34% de 1los

encuestados) manifestaron que es necesario consumir agua

envasada por las razones siguientes:
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e El suministro de agua potable en los hogares muchas veces
es irregular.

e Consideran que estd libre de contaminacién.

e Para las personas que viajan es factible adquirirla en el
momento oportuno.

Estas mismas razones expusieron las personas a la
pregunta 11 en cuanto a que no era necesario eliminar las
aguas envasadas.

El cuadro 15 presenta los resultados del Namero Mas
Probable de tres muestreos consecutivos realizados a 1la
marca Aquavita, en los cuales se observa que en primer
muestreo, el namero mas probable es menor que 1.1/100 ml,
lo que se 1interpreta comunmente, como un indicador de que
esa muestra aislada satisface la norma de calidad y el agua
es adecuada para el consumo humano (Ministerio de Salud
piiblica y Asistencgia Sogial, 19%96).

La norma salvadorefla para agua envasada, establece el
valor maximo permisible< 1.1 NMP/100 ml. Por lo que segun

Pineda (Comunicacién Personal) este examen se considera

negativo para la prueba de coliformes, por la ausencia de

*  Pineda J.C. 1998. Profesor de Microbiologia y Parasitologia, Coordinador de la Catedra Enfermedades
Transmisibles I en la Facultad Multidisciplinaria de Occidente Universidad.
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gas en todos los tubos Durham del cultivo. Sin embargo, se
observdé turbidez en la mayoria de tubos, 1lo que indica
presencia de otras bacterias no coliformes que bien podrian
ser Pseudomonas u otros géneros, lo que se confirmdé con el
Conteo Bacteriano Total donde fue evidente la presencia de
un gran nUmero de colonias de diferentes especies.

Para los muestreos 2 y 3 el NMP/100 ml sobre el nivel
permisible el cual es menor que 1.1 NMP/100 ml establecido
por CONACYT (1998), ya que 1los resultados obtenidos en este
estudio fueron 260 NMP/100 ml N2 1600NMP/100 ml
correspondiente. Al cuadro 15, por 1lo que se confirma que
el agua de la marca Aquavita no es apta para el consumo
humano.

Basicamente un resultado idéntico se obtuvo para el
agua de la marca La Fuente, donde 1la concentracidén de
bacterias coliformes obtenidas en el primer muestreo fue
menor que 1.1, 3500 y 220 NMP/100 ml, para los muestreos 2
y 3 por lo cual este producto se considera no apta para el
consumo humano, esto se puede asegurar con base a 1o
establecido por CONACYT.

Los resultados del cuadro 16 para el NMP en agua de 1la
marca La Fuente muestran la presencia de coliformes en

cantidades mas alld del limite permisible; en términos de
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concentracién en 1los muestreos 2 y 3 por lo que se
considera no apta para el consumo humano; mientras que en
el muestreo numero uno del mismo cuadro muestra un Nuamero
Mas Probable <1.1 lo que es una concentracién aceptable
para considerar como apta una muestra de agua para el
consumo humano.

El cuadro 17 para la determinacidén de E. coli en la
marca Aquavita muestra la presencia de esta bacteria en el
sequndo y tercer muestreo, por 1lo que el agua producto de
esta marca se puede considerar no apta para el consumo
humano, pues la sola presencia de una o mas bacterias por
100 ml la vuelve inaceptable para el consumo humano; por 1lo
que la norma salvadorefia establece que el valor maximo
permisible para Escherichia coli es 0.0 UFC/100 ml.

La presencia de E. coli se presumié por la formacidén de
colonias circulares de color verde con brillo metdlico de
0.5 a 2 mm de didmetro en un medio de EMB. Al tomar una
muestra para tincidén se comprobdé que eran bacterias Gran
negativas no espuruladas en forma de bastén (ver pag. ).
Ademas los resultados de las pruebas biogquimicas
confirmaron la presencia del género y la especie de E. coli
también fue evidente en la marca “La Fuente” en dos

muestreos consecutivos lo cual se comprobd por medio de las
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coli cuando

pruebas bioquimicas que se muestran en el cuadro 18;
también fue evidente por aparicién de colonias diminutas

con brillo verde metdlico caracteristico de E.
después de hacer

se cultiva en agar EMB, esto coincide con MERCK, 1982.
Microscédpicamente también se comprobd,

gue las colonias estan formadas por

lo cual se muestra en

la tincidén de Gram,
bacilo Gram-negativos no esporulados;

la figura 2.
Los resultados del cuadro 19 para la determinacidén de

la presencia de Pseudomonas en el agua envasada de lamarca
muestran la presencia de esta bacteria en 1los

Aquavita,
tres muestreos consecutivos.
La presencia y crecimiento de esta bacteria se comprobd

con diferentes medios de cultivo, como TSI, Mac-Conkey vy
recomendad por Pineda

Mijller-Hipten
para observar la producciédn del
de

especialmente
(Comunicacidén Personal),
pigmento piocianina como indicador de la presencia
Pseudomonas, las colonlas identificadas con dicho pigmento
se cultivaron en TSI inclinado.
En TSI se observd que en la columna vertical de este
medio de cultivo no  hubo crecimiento, 1o gue es
caracteristico para esta bacteria, mientras gque si se
crecimiento en 1la superficie inclinada, donde

observéd
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aparecieron colonias color oscuro con brillo plateado sin
viraje de color del medio, lo que presume la presencia de
Pseudomonas, coincidiendo con MERCK, 1982.

TLas mismas pruebas vy técnicas se emplearon para
determinar Pseudomonas en el agua envasada “La Fuente”, 1lo
cual se realizo simultaneamente con 1la marca “Aquavita”,
encontrandose la presencia de estas bacterias en los tres
muestreos consecutivos, 1los resultados pueden observarse en

el cuadro 20 para determinar presencia de Pseudomonas.
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CONCLUSIONES

Del andalisis microbioldégico que se realizd para efecto
del presente trabajo se concluye que:

» Las aguas analizadas de marca Aquavita de Santa Ana y La
Fuente de Sonsonate, no son aptas para el consumo humano
por presentar contaminacidén por coliformes, habiéndose
identificado E. coli, asi como también Pseudomonas ¢
incontables bacterias aerdbicas.

» El agua envasada Aquavita y La Fuente no son aptas para
el consumo0 humano, por haberse encontrado que 1las
concentraciones de bacterias totales estan por encima de
los niveles maximos permisibles para el consumo de este
producto, segan parametros establecidos en la norma

salvadorefla para aguas envasadas.
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RECOMENDACIONES

> Que el Ministerio de Salud exija el cumplimiento

obligatorio de la Norma Salvadorefia para el agua envasada
y otras que consideren necesarias para que este producto
ofrezca mayor seguridad para el consumidor.

Controlar y vigilar a través de las autoridades de salud
las condiciones de higiene o©0 de salubridad de las
respectivas instalaciones de las empresas envasadoras de
Agua potable ya que ésta es una importantisima causa de
contaminacién del producto.

Que 1las instancias estatales gue tengan Jjurisdiccidn
asuman un papel protagbénico en cuanto a implementar
medidas que tengan como objetivo principal controlar a
aquellos productores y distribuidores que no cumplen con
los minimos requisitos de salubridad estipulados en 1los
c6bdigos o leyes de salud.

Implementar campafas educativas y de control a través de
las instituciones gubernamentales; tendientes a
concientizar a los productores, distribuidores y
consumidores, sobre 1las graves repercusiones gque tiene
para el consumidor el mal manejo y la contaminacidédn por

bacterias patdgenas en productos envasados.
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» La Universidad de E1 Salvador deberia hacer estudios
continuos de aguas envasadas a través de cursos de
microbiologia y dar a conocer 1los resultados a las
instituciones correspondientes y prensa.

> Que ademéds, de los examenes microbioldgicos, fisicos vy
quimicos, que también se realicen examenes radioldgicos
por lo menos una vez al mes.

» Que toda empresa, que se dedique a “purificar”, envasar y
comercializar agua (potable), debera tener el cuidado de
utilizar envases biodegradables o reciclables para no

contaminar el medio ambiente.
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MINISTERIO DE SALUD PUBLICA Y ASISTENCIA SOCIAL
DEPARTAMENTO DE SANEAMIENTO AMBIENTAL
SECCION HIGIENE DE ALIMENTOS

SOLICITUD DE REGISTRO Y/O REVALIDACION
(en original)

USO OFICIAL FUNDAMENTO LEGAL
No. DE REGISTRO | Ll L | Art. 95 Cédigo de
Salud
FECHA DE REGIsTRO [ 1 | | 1 1 1}
FECHA DE VENCIMIENTO [_L [ | L 11
No. COMPROBANTE DE PAGO REG. LLLLL.L 1
No. COMPROBANTE pAGO ANALTSTSL L L L L L]
S i Ty

Sr. Director General de Salud

(informacidén del solicitante)

Nombre:

Profesidn: Nacionalidad:

Documento de Identificacidn

Direccidn para recibir notificacidn:

Teléfono: Fax:

ante usted comparezco a solicitar en representacién de:

(nombre del distribuidor, importador o productor) cuya direccidn

es:
Tel. Fax:
El Registro Sanitario del producto siguiente: (ver cuadro de

informacidn técnica), elaborado por:

ubicado en:
Tel. Fax:

Lugar y fecha:

Firma del solicitante:




ADJUNTAR LA SIGUIENTE INFORMACION:

A)

LISTADO DE INGREDIENTES (por producto) POR DUPLICADO

B) LISTADO DE ADITIVOS (cuantificar por producto) POR DUPLICADO

9]
D)

E)

F)

G)

H)

DOS ETIQUETAS O BOCETOS POR DUPLICADO DE CADA PRODUCTO

MUESTRAS DE LOS PRODUCTOS DE TAMANO Y PESO DETERMINADOS POR ESTE
DEPARTAMENTO DE ACUERDO A LAS NORMAS PARA REALIZAR SU ANALISIS,
LAS CUALES DEBERAN SER TOMADAS POR TECNICOS DE ESTA OFICINA.

CERTIFICADO DE REGISTRO SANITARIO DE LOS PRODUCTOS DEL PAIS EXPORTADOR,
DEBIDAMENTE AUTENTICADO; EN CASO DE VENIR EN OTRO IDIOMA ADJUNTAR TRA-
DUCCION LEGALIZADA.

PERMISO DE FUNCIONAMIENTO DEL ESTABLECIMIENTO PARA PRODUCTOS NACIO-
NALES, EXTENDIDO POR LA REGION DE SALUD CORRESPONDIENTE Y PARA PRODUC-
TOS IMPORTADOS EL PERMISO DE FUNCIONAMIENTO DE LA BODEGA (original y
copia en ambos casos).

LA SOLICITUD SE PRESENTARA EN FOLDER TAMANO OFICIO CON SU RESPECTIVO
FASTENER.

INFORMACION TECNICA DEL PRODUCTO (ver anexo)

LUGAR Y FECHA:

RESPONSABLE RECIBIDO EN LA SECCION,
FECHA, FIRMA Y SELLO.

ALAdeU/dcdee.
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ANEXO 6

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD MULTIDISCIPLINARIA DE OCCIDENTE
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA

Actividad : Investigacién de Campo.

Objetivo : Obtener informacién directa o inmediata sobre diferentes aspectos en el
consumo de agua envasada.

Indicaciones : A continuacién encontrara una serie de preguntas; responda sinceramente,
Marcando una X en una de las respuestas que se le plantean.

1- ¢Ha consumido agua envasada o embolsada alguna vez?.
a) Sid b) No O
Si su respuesta a la pregunta anterior es pOsitiva:
2- ¢ Qué marca de agua ha consumido?
a) Aquavita (O b) La Fuente O c) Otras O
3- ¢Dénde compra el agua envasada que usted consume?
a) Supermmercados 0 b) Calles [ c) Buses O d) Otros OO
4- ;Considera que el agua envasada esta libre de contaminacién?

a)Sia b) No OO c)Nosél d)talvez O
5- ¢Qué tipo de agua se consume mas en esta localidad?
a) Aquavita [0 b) La Fuente O c) Otras O d) Ninguna O
6- ¢Considera usted que tomar agua envasada es mejor para la salud?
a) Sid b) No O c)Nosédl dytalvez O
7- ¢, Ha detectado mal olor; mal sabor o suciedad en el agua envasada?
a) Si O b) No O
8- ¢ Se ha enfermado alguna vez por tomar agua envasada?
a) Sid b) No O c)NoséD d)talvez O
9- yConoce los lugares para denunciar la mala calidad de este producto?
a) SiO b) No OO
10- ¢ Considera necesario consumir agua envasada?
a) Sia b) No O
LPorqué? S

11- ¢ Considera necesario eliminar las agua envasada?
a) SiO b) No @
¢Por qué?




ANEXO 7

Envasador:

Aquavita de Santa Ana

Sta.Ana Ahuachapan  Sonsonate
10 unid. 10 unid 10 unid
50 ml/unid 50 ml/unid 50 ml/unid

( 500 mls 500 ml { 500 ml j

333.3 mil.

Muestra de agua para andlisis de Aquavita

Esquema del método para

envasada.
Abreviaciones:
ML. = mililitros

Unid.= unidad

colecta de muestras

Envasador:

La Fuente de Sonsonate

Sta.Ana Ahuachapan  Sonsonate
10 unid. 10 unid 10 unid
50 ml/ unid 50 ml/unid 50 ml/unid

500 .. {f 500 ml { 500 ml)
J

Muestra de agua para andlisis de La Fuente

de agua



FUSADES
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Laboratorio de Calidad Integral

Fecha

Solici
Direc:

DATOS GENERAILES

UNIDAD DE MICROERIOLLOGIA }ﬂn::

REFORTE DE ANAILISIS MICROBIOLOGICUO

de Recibido: 26.08.97

Froductot Agua "Aquavita"
Fiabricante:

tante: MSPAS/Frosabe S.

.

de C.V.

Fecha de Andalisis:

HMEFAS:

MUESTRA i1-0958/97

24.08B.97

Tel. 4/41-2747
Fait: 44i-2747

Olor:

Otros

Inodora Color:

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y SENSORIALES

Incolora

Textura: l.iquido

Muestreo:Lic.Sergic Enrique Meolina
presentacisni1000ml

DETERMINACION UFC¥*/mlL NHMP#*/100 ml1 METODO
M--002 Coliformes Fecales 0.000 B.A.H.
M-003 Coliformes Totales 0.000 E.N.M.
M=-004 Conteo Bacteriano Total <1 B.A.H.
M-006 Escherichia coli Negativa B.A.HM.

#* UFC: Unidades formadoras de colonias; NMP: N4amero mas probable
ND : No Detectable LD: Limite de Deteccion
BAM:s Bacteriological Analytical tlanual
OBSERVAC TONES __‘_W
Nota: Esta muestra NO fue Tomada por Calidad Integral
Limites Microbiovlogicos para Agua Fotable:

Contec bacteriano total
Coliformes totales
Coliformes fecales
Escherichia coli

no mayor
no mayor
ausentes
Negativo

500 UFC/ml-
2 NMF/100mL

Rnsponsaﬁi
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ANEXO 9

Esquema de la dilucidén y siembra del Conteo Bacteriano Total
{(CBT), tomado de Mara, 1974



ANEXO 10

METODOLOGIA DE APLICACION DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS.
PRUEBA DEIL INDOL (preparacién del reactivo).
Medio de cultivo utilizado caldo lLactosado.

Reactivo de Ehrlich:

Reactivo.

Paradimitilaminobenzaldehido 2Ty
Alcohol etilico 95% 190 mi.
Acido clorhidrico (concentrado) 4@ ml,

Procedimiento de aplicacién.

Se afiadié 1 ml de éter a un cultivo de 48 horas en
caldo Lactosado.

Se agitd y dejd reposar aproximadamente por unos 5 a 10
minutos hasta que el solvente subid a la superficie.

Suavemente se afiadié aproximadamente 0.5 ml del
reactivo a manera que bajd por las paredes del tubo y formd
un anillo en la interfase entre el medio de cultivo y el
solvente.
VOGES-PROSKAUER.

Se inoculé medio de cultivo caldo Lactosado para
determinar la presencia de acetilcarbinol a las 48 horas.

Afriadiendo a 1 ml de medio de cultivo 15 gotas de alfanaftol



al 5% en alcohol absoluto, y 10 gotas de hidréxido de
potasio al 40%.
¢— Resnltado.

La prueba es positiva si se desarrolla color rojo e 15
a 30 minutos (ver cuadros 5 y 6 de resultados).

PRUEBA DEL ROJO DE METILO (preparacién del reactivo).

Reactivo.
Rojo de metilo U<k @,
Alcohol etilico 95% 300 ml.

Agua destilada, cantidad suficiente para completar 500 ml.
Procedimiento.

Se anadidé 5 gotas del reactivo a 5 ml de cultivo en
caldo Lactosado, incubado previamente a 24 o 48 horas.
Resultados.

Positivo: desarrollo de color rojo detectando asi Ila
formacién de acido.

Negativo. Desarrollo de color amarillo.

UTILIZACION DEL CITRATO.

REACTIVO.

La utilizacién del Citrato como fuente Gnica de carbono
en un Mmedio sintético (simmons) puede ser apreciada cuando
el indicador que se afiade al medio azul de bromotimol

recupera su color alcalino (azul prusia) a medida que se



oxida el, radicall Citrato.
Procedimiento de aplicacidn.

Se inoculdé agar Citrato de SIMMONS, se incubd 24 horas
y se observé la reaccién. La reaccidn positiva formd color
azul prusia (azul intenso).
Resultados.

La reaccién serd positiva si se forma color prusia

(azul intenso).



ANEXO 13

TABLA del Nimero Mas Probable (NMP) (Brock ef al, 1988)

10° 107 10 NMP 10" 107 10° NMP
0 1 0 018 5 0 0 23
1 0 0 020 5 0 1 31
1 1 0 040 5 1 0 33
2 0 0 045 5 1 1 46
2 0 1 068 5 2 0 49
2 1 0 068 5 2 1 I3
2 2 0 093 5 2 2 95
3 0 0 078 5 3 0 79
3 0 1 110 5 3 1 1.0
3 1 0 110 5 3 2 140
3 2 0 140 5 4 0 13.0
4 0 0 130 5 4 1 17.0
4 0 1 170 5 4 2 220
4 1 0 170 5 4 3 280
4 1 1 210 5 5 0 240
4 2 0 220 5 5 1 350
4 2 1 260 5 5 2 540
4 3 0 270 5 5 3 920

5 5 4 1600




ANEXO 14

DESCRIPCION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS.

CALDO Lactosado: Es un medio de cultivo exento de
sustfanciss Inhibitorias, psrz EN8ayo previdad orlentado

a bacterias coliformes y especialmente E coli.

Agar EMB (Agar Eosina-Azul de Metileno) Es
selectivo para demostracidn \ aislamiento de
enterobacterias patdgenas, (Holt-Harris y Teaguf en

Merck, 1982).

Agar de hierro- Eres Azucares {TSTO:
Para Slukin & Willett (1940) y modificado por Hajana
en Merck ({17+32), es un medio de cultivo 0til para

identificar enterobacterias.

Agar Citrato SIMOMS:
Segin SIMMOMS (1926) citado por MERCK (1982), es un
agar de ensayo, totalmente sintético, para
identificacién de microorganismos, especificamente de
enterobacteriaceos vy ciertos hongos, basado en el

empleo de Citrato como unica fuente de carbono.



Agar Mac-Conkey:
Boar | selectiveo para aislamiente de salmonelilas,
shigellas y bacterias coliformes, a partir de heces,
orina, alimentos, aguas residuales, etc. (Segin Mac-

Conkey en MERCK 1982).

Agar MUELLER-HINTON:
Agar para ensayo de sensibilidad o para ensayos de
agentes patdgenos médicamente importantes frente a
antibidéticos y sulfonamidas, (Mueller-Hinton, 1941;

OMS, 1961-1977 en MERCK, 1982).

Agar nutritivo:
Para determinacién de gérmenes en todo tipo de materiales

liguidos o gaseosos (MERCK, 1982).



