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MICROBIOTA BACTERIANA HETEROTROFA AEROBIA MESOFILA DEL
AGUA ENVASADA

Farmacéutica Judlth Araque Rangel. Universidad de los Andes, Facultad de Farmacia
y Bioanálisis. Edit. De Microbiología y Parasitología. laboratorio de Microbiología del
Agua. Mérida, Venezuela. Email judara2110@hotmail.com

El agua mineral envasada no es un producto estéril, presenta una microbiota
autóctona diversa que depende de las características biológicas, ecol6gicas,
geológicas y fisicoquímicas. En este sentido, se realizo el presente trabajo cuyo
objetivo fue conocer los principales grupos bacterianos que conforman la
microbiota bacteriana heter6trofa aerobia mes6fila del agua mineral envasada que
se expenden y comercializan en las principales ciudades de Venezuela, así como
los patrones de resistencia a los antimicrobianos de las principales especies de
esta poblaci6n de bacterias. Se logro detectar la presencia de bacterias
heterátrofas aerobias mes6filas en un número bajo, en un rango entre 11
UFC/100 mi a > 2000 UFC/100 mi, con valores promedios entre 11 y 1016,5
UFC/100 mI. Los coliformes totales y fecales estuvieron presentes en 20 de las
38 marcas de agua analizadas con valores entre 3 UFC/100 mi a >2000
UFC/100 mi, y entre 2 UFC/100 mi a >2000 UFC/100 mi, respectivamente. La
presencia de células de Pseudomonas aeruginosa fue constatada, encontrando
valores entre 1 a 31 UFC/100 mi, con valores promedios entre 2,5 y 21,5
UFC/100 mI. Se lograron aislar un total de 268 colonias, lográndose identificar 214
(79,90 %), correspondiendo 174 (64,93%) a bacterias Gram negativas, y 40
(14,93%) a bacterias Gram positivas. No se pudieron identificar 54 (20,15 %)
colonias. Se pudo identificar un total de 24 géneros bacterianos, correspondiendo
14 (58,33 %) a bacilos Gram negativos fermentadores, 7 (29,20 %) a bacilos
Gram negativos no fermentadores y 3 (12,50 %) a cocos Gram positivos. De las
214 colonias aisladas se pudieron identificar e incluir en 46 especies, siendo las
especies de mayor frecuencia de aislamiento Pseudomonas aerug;nosa (19,16
%), Escherichia coli (6,54 %), Kocuria rosea (6,10 %), Staphylococcus aureus
(4,67 %), Aeromonas hydrophila (3,74 %) Y Rhanella aquatilis (3,27 %). Se
obtuvieron en la mayoría de colonias identificadas perfiles de multiresistencia a
diversos antibióticos. Las aguas minerales envasadas que se consumen en
Venezuela poseen una microbiota bacteriana heterátrofa aerobia mes6fila
asociada, de la cual se puede deducir su calidad sanitaria, que en el caso del
presente estudio pone de manifiesto la presencia de problemas de tipo higiénicos,
con presencia de bacterias potencialmente pat6genas y con perfiles de
multiresistencia asociados.

Palabras claves: Agua envasada, microbiota, multiresistencia antibi6ticos
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1. INTRODUCION

Las ventas de agua mineral envasada a nivel mundial se han quintuplicado en los

últimos años, representando un mercado que moviliza más de ciento veinte mil

millones de litros de agua, con ganancias superiores a los cincuenta mil millones

de dólares anuales (Herraiz, 2006; Da Cruz, 2006; López, 2006, Royte, 2009;

Dege, 2011; Instituto Uruguay XXI, 2011; Maegan, 2012). La razón de este

comportamiento la encontramos en la creencia de que el agua de los acueductos

presenta contaminantes químicos y microbiológicos, y además, por el hecho de

que en algunas ocasiones el agua de los grifos presenta sabores, colores, olores

extraños y sedimentos (Tampo, 2004; Doria, 2006; Gleick, 2010; Hu y coL, 2011;

Queiroz y col., 2012).

La infraestructura para la distribución del agua potable en Venezuela esta bien

desarrollada, sin embargo, la falta de mantenimiento de la red de distribución

permite que el agua pueda albergar contaminantes de origen químico y

microbiológico, así como olores y sabores desagradables en algunas zonas del

país. Por esta razón, y por el hecho de la presencia en Venezuela de tendencias

que ponen de relieve en la sociedad la moda del consumo de agua mineral

envasada, se ha venido observando un sostenido aumento en el consumo de

agua mineral envasada en nuestra nación (OPS-WHO, 1998, Jouravlev, 2004;

Andueza, 2009; Iriarte, 2009; Carvajal y Oletta, 2012).

En un estudio realizado por el Servicio de Comercio Exterior de los Estados

Unidos de Norteamérica, se señala que la demanda por el agua mineral envasada

en Venezuela ha ido creciendo vertiginosamente en los últimos años. Se ha

estimado que el mercado global del agua mineral envasada en Venezuela ronda

los 340 millones de litros por año, experimentado una tasa de crecimiento en los

últimos años del 15 al 20 %. Sin embargo, el mercado venezolano es todavía

pequeño si lo comparamos con el mercado Europeo donde la tasa de consumo de

agua mineral es del orden de 150 litros per capita por año, mientras que en

Venezuela el consumo oscila entre 6 a 8 litros per capita por año (Foreign

Commercial Service, 2003; Herraiz, 2006).
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En relación a los riesgos que puede representar para la salud el consumo de

agua mineral envasada, se deben tener en mente dos aspectos. Primero, la

posibilidad de que el agua pueda estar contaminada con microorganismos

patógenos o sustancias tóxicas, y segundo, que la microbiota autóctona pueda

causar enfermedad en poblaciones de mayor susceptibilidad a las infecciones

como lo son ninos, ancianos e inmuno suprimidos (Delabroise y Ducluzeau, 1974;

Macerata y col., 1988; Havelaar y col., 1990; Hunter y col., 1990; Richards y col.•

1992; Hunter, 1993; Lecler, 1994; Levesque y Gauven, 1994; Edberg y coL, 1997;

Fujikawa y col. 1997; Daschner, 1998; Wilkinson y Kerr, 1998; Cabral y

Femández, 2002; Egli Y col., 2002; Leclere y Moreau, 2002; Allen y coL, 2004;

Edberg y Allen, 2004, Pepper y col., 2004; Leoni y col., 2005; Eckmanns y col.,

2008; Oie y coL, 2008; Zamberlan y col., 2008; Naze y col., 2010; AI-Quadiri y

col., 2011).

Las aguas minerales envasadas no son estériles y poseen una población

microbiana que depende básicamente de sus condiciones fisicoquímicas,

ambientales y ecológicas. Las condiciones ecológicas son similares a las de las

aguas subterráneas e, incluso, al agua de mar ya que todas ellas son aguas

otigotróficas muy pobres en nutrientes (De la Rosa y Mosso, 2000; Chapelle,

2001; Leclere y Da Costa, 2004).

Según Schmidt-Lorenz (1976), la microbiota de un agua mineral envasada está

constituida por dos tipos de microorganismos, muy diferentes en origen y en

propiedades, que coexisten: Los llamados aut6ctonos, que son los propios del

hábitat y que constituyen la microbiota natural, y los al6ctonos procedentes de

otro hábitat (suelo, heces, vegetales, maquinarias, etc.) y que se consideran

contaminantes ocasionales.

El agua mineral tomada directamente de los manantiales tiene pocas bacterias,

menos de 100 unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml), que se

multiplican y persisten indefinidamente en el agua. Sin embargo, luego de su

envasado esta población sufre un aumento llegando a niveles de 105 UFC/ml en

pocas semanas luego del envasado (Hammes y col., 2010).
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Diversos investigadores han venido alertando sobre el riesgo que representa para

la salud pública el consumo de agua mineral envasada en países desarrollados

(Blake y col., 1977; Craun, 1986; Hunter y Burge, 1987; Hemández-Duquino y

Rosenberg, 1987; Pavia, 1987; Biziago y col., 1988; Rosenberg y Hemández­

Duquino, 1989;; Bischofberger y col., 1990; Rosenberg, 1990; Walker, 1992;

Warburton y col., 1992; Massa y col., 1995; Stelz, 1997; Warburton y col., 1998;

Evandri y col., 2000; Mary y col., 2000; Theron y Cloete, 2002; Rosenberg, 2003;

Messi y col., 2005; Varga, 2011; Falcone-Díaz y coL, 2012; Queiroz y col., 2012).

Se ha documentado un brote epidémico por agua mineral envasada: la epidemia

de cólera que tuvo lugar en Portugal, en 1974. En ella se demostró que 82

personas habían consumido una misma agua mineral envasada y que el

manantial había sido contaminado con Víbrio cholerae desde un pueblo cercano

por filtraciones del acuífero (Blake y col., 1977).

También se han relacionado casos de diarrea del viajero con el consumo de agua

envasada (Pavia, 1987), yen los últimos años, se han asociado con infecciones

nosocomiales en centros asistenciales (Naze y coL, 2010).

Algunas de las especies de especies bacterianas de los géneros Pseudomonas,

Brevundímonas, Burkho/deris, Chryseomonas, Comamonas, Ochrobactrum,

Legíonella, Stenotrophomonas y Aeromanas, aisladas en este tipo de agua, han

sido clasificadas como patógenos oportunistas en niños, ancianos y personas

inmuna suprimidas (Costa y col., 2005; Leoni y col., 2005; Oie y col., 2008; Naze y

col.,2010).

De igual forma, diversos autores han demostrado la resistencia a los antibióticos

de cepas de bacterias autóctonas de aguas minerales envasadas lo cual es

preocupante desde el punto de vista de la salud pública (Messi y col., 2005;

Falcone-Días y col., 2012; Vaz-Moreira y col., 2012).

En el caso de los países en vías de desarrollo, la información sobre la calidad

sanitaria de las aguas minerales envasadas ha venido aumentando. En muchos
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países se conoce que la calidad sanitaria es deficiente y que pueden llegar a ser

una fuente importante de microorganismos potencialmente patógenos, causantes

de una gran variedad de infecciones microbianas (Mavridou, 1992; Ogan, 1992;

Mavridou y co!., 1994; Andueza, 2000; Nascimento y col., 2000; Gomescaceres y

coL, 2001; Franco y Cantusio, 2002; Criado y coL, 2005; Jeena y coL, 2006;

Venieri y col., 2006; Ojo y coL, 2007; Yamaguchi y coL, 2007; Resende y Nunes,

2008; Addo y col., 2009; Vidal y col., 2009; Naze y coL, 2010; Oyedeji y col. 2010;

AI-Qadiri y coL, 2011; Islam y coL, 2011; Kamruzzaman y coL, 2011; Venturini y

col., 2011; Falcone-Días y col., 2012; Herath y coL, 2012; Queiroz y coL, 2012;

Gangil y coL, 2013; Momtaz y coL, 2013).

En relación a la microbjota, la información disponible es muy escasa, por lo que

se desconoce la biodiversidad y la composición de la población microbiana de

estas aguas en la mayoría de los países, tanto en los llamados en vías de

desarrollo, como en los desarrollados (Dewettinck y coL, 2001; Loy y coL, 2005;

Andueza, 2009; Burtscher y coL, 2009; Casanovas-Massana y Blanch, 2012; De

Roy y col., 2012).

Por todo lo antes seflalado se considera como un aspecto fundamental de la

calidad del agua de bebida envasada. su población microbiana o microbiota.

Desde el punto de vista cuantitativo, las aguas con bajos niveles de

microorganismos son de mejor calidad sanitaria que aquellas que presentan altas

cantidades. Cuando se trata de microorganismos patógenos, su presencia,

incluso si se encuentran en pequeflas cantidades, no es pennitida (Leclerc y Da

Costa,2004).

Puesto que dentro de la población que consume agua mineral envasada se pueden

encontrar niflos. personas enfennas y personas ancianas con problemas crónicos

de salud y con un sistema inmunológico comprometido, es importante conocer la

calidad sanitaria, la composición de fa microbiota bacteriana y fa posible presencia

de bacterias patógenas en el agua mineral envasada, de manera de evitar posibles

brotes de enfennedades infecciosas (Edberg y Alfen. 2004; Leclerc y Da Costa,

2004; Oie y col., 2008).
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Por otra parte, la comunidad científica internacional ha venido desarrollando

estudios tendientes a conocer la microbíota bacteriana aut6ctona de diversos

ecosistemas, incluyendo el cuerpo humano, así como de los principales

alimentos, entre ellos el agua, de manera de poder entender la biología, dinámica

e importancia de estos organismos dentro de cada uno de estos ecosistema

(Peterson y col., 2009; Rudi y col., 2009; Solt y co!., 2011; Casanova y coL,

2012).

En Venezuela, al igual que el resto de países, los estudios sobre la microbiología

del agua mineral envasada se han enfocado en la determinaci6n de la calidad

sanitaria y la presencia de bacterias patógenas (Novoa, 1989; Andueza, 2000;

Silva y col., 2004; Andueza, 2009; lriarte, 2009; Carvajal y Oletta, 2012),

desconociéndose aun la composici6n de la microbiota bacteriana característica de

cada una de las marcas que se envasan y comercializan en el país.

Conocer la microbiota asociada de un producto como el agua mineral envasada

en una regi6n geográfica, también tiene una repercusi6n econ6mica y comercial.

No solo porque indica la calidad microbiol6gica y por ende su riesgo sanitario, si

no porque permite obtener la denominaci6n de origen, criterio este de mucha

importancia en los últimos años para la comercializaci6n de los productos y su

valor en el mercado (Esquerre, 2008; Urbina y Alvarez, 2012).

Otro aspecto involucrado en el estudio de la microbiota asociada al agua mineral

envasada, es el conocimiento, protecci6n y utilizaci6n de la biodiversidad

microbiana. Entendiéndose como biodiversidad microbiana el conjunto de

géneros, especies y cepas microbianas presentes en un ecosistema dado, en un

tiempo determinado y que es único y característico del mismo (Atlas y Bartha,

2006).

En los últimos años, como consecuencia del cambio climático, se ha dado mucha

importancia a los estudios de biodiversidad y su impacto en los ecosistemas, en

estos estudios se han utilizado los índices de biodiversidad, en principio de la

fauna y de flora, de manera de conocer como el cambio climático está influyendo
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en la disminución de la riquezas de especies y su abundancia. Sin embargo, los

estudios de biodiversidad microbiana han quedado rezagados, obviando su

importancia como reguladora de los ciclos biogeoquímicos y desconociendo que

es uno de los elementos más sensibles a los cambio climáticos, dentro de los

niveles tr6ficos de un ecosistema (Perlmutter y Rothstein, 2011; Eaton y coL,

2012; Giovannoni y Vergin, 2012).

Otro aporte importante de estudiar la microbiota de las aguas minerales

envasadas es la posible presencia dentro de esta biodiversidad microbiana, de

organismos productores de sustancias con interés industrial con potenciales

aplicaciones en la industria de los alimentos, cosmética y farmacéutica (Albert,

1999; Melgarejo y col., 2002; Atlas y Bartha, 2006; Madigan y coL, 2010; Velez,

2011).

Por ultimo, en las últimas décadas la comunidad científica intemacional ha dado

mucha importancia a los estudios de los microorganismos en los diferentes

hábitats, entre ellos los acuáticos, puesto que entendiendo su estructura,

funcionamiento y biodiversidad, podemos conseguir una mejor comprensi6n de

los procesos de adaptaci6n y evoluci6n de la vida sobre la tierra.

De manera de resumen se puede señalar que los estudios microbiol6gicos sobre

el agua mineral envasada, permitirán ayudar a dar repuestas a los distintos

problemas que se han detectado en este tipo de productos en los últimos años,

como lo son:

1. Altos contajes en el número de bacterias heterótrofas (Warburton y coL, 1986;

Warburton, 1993; Andueza, 2000; Warburton, 2000; Pepper y col., 2004;

Venieri y coL, 2006; Zamberlan y col., 2008, Vidal y coL, 2009; Islam y col.,

2011; Venturini y col., 2011).

2. Presencia de bacterias pat6genas (Blake y coL, 1977; Nicoletti y Russo, 1979;

Leclere y Moriamez, 1980; Leclere y col., 1985; Manaia y col., 1990; Craun y

col., 1996; Jayasekara y col., 1998; Legnani y col., 1999; Massa y coL, 2001;
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Biscardi y co., 2002; Villari y col., 2003; Eckmanns y col., 2006; lriarte, 2009;

Nazeycol., 2010; A1-Quadiriycol., 2011).

3. Amplios patrones de resistencias antimicrobianas entre las bacterias aisladas

de este tipo de agua (Hemández-Duquino y Rosenberg, 1987; Kailis y coL,

1991; Mavridou, 1992; Guillot y Leclere, 1993; Massa y col., 1995; Vachee y

col., 1997; Mary y col., 2000; Urmeneta y col., 2000; Messi y col., 2005; Vaz­

Moreira y col., 2012).

4. Contaminación fúngica (Cabral y col., 2002; Yamaguchi y col., 2007).

5. Desconocimiento de la población de microorganismos viables no cultivables

(Rappe y Giovannoni, 2003; Andueza, 2009).

6. Falta de estudios donde se caracterice la biodiversidad de la población

microbiana (microbiota) presente en cada marca de agua (Leclere y Moreau,

2002; Andueza, 2009).

7. Obtención de cepas de interés industrial y biotecnológico

Considerando lo antes expuesto se propuso como objetivo principal, del presente

trabajo, conocer los principales géneros y especies que conforman la microbiota

bacteriana heterotrofa aerobia rnesófila asociada a las aguas minerales envasadas

de consumo en el país, de manera de poder establecer posibles riesgos sanitarios

asociados a la población microbiana presente.
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z. MARCO TEORICO

2.1. EL AGUA

Se puede definir el agua como una sustancia química resultante de la

combinaci6n de dos átomos de hidrogeno y uno de oxigeno, cuya formula quimica

es H20 (Lafuente y col., 2000).

Entre los principales factores fisicoquimicos que caracterizan el agua tenemos:

Turbidez, densidad, punto de ebullici6n, punto de congelaci6n, color, sabor, olor,

temperatura, pH, dureza y conductividad eléctrica. Los valores de estas

características van a depender de los diferentes compuestos orgánicos e

inorgánicos disueltos, así como su contenido ani6nico y cati6nico, los cuales le

dan características especiales a las aguas permitiendo establecer la calidad y uso

de las mismas (Lafuente y co!., 2000).

De manera general podemos clasificar el agua presente en el planeta en dos

tipos, el agua salada y el agua dulce. La tierra está constituida, en sus tres

cuartas partes por agua, siendo la mayoría agua salada (97%) y sólo el 3% es

agua dulce, apropiada para el consumo humano, y de ella más de tres cuartas

partes se hallan retenidas en los glaciares y el hielo potar, muy lejos del alcance

de las técnicas actuales de explotaci6n. Casi todo el resto subyace en acuíferos

subterráneos que no se utilizan, en su mayoría. Las principales fuentes de

suministro de agua proceden de aguas superficiales, rios, lagos y embalses que

s610 representan un 1% del total de agua dulce. Se calcula que las reservas

mundiales de agua dulce en la Tierra superan los 37 millones de Km3
, pero su

mayor parte resulta inaccesible para la humanidad y el agua disponible está

distribuida irregularmente, según los lugares y las estaciones del año

(UNEPGEMS, 2008; Kingsolver, 2010).

Aunque el mar cubra gran parte de la tierra, esta depende del agua dulce. Los

lagos, embalses, ríos, a pesar de que ocupan una minima parte de la superficie

de los continentes, mantienen una biodiversidad muy elevada y son la fuente del
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agua dulce para todos los organismos no marinos. Es en estos ecosistemas

donde la confrontación entre el uso del agua por el hombre frente a la

conservación del recurso, se hace cada vez más patente (Kingsolver, 2010).

El ciclo hidrológico es la base del funcionamiento de todos los ecosistemas

continentales. La evaporación del agua es el origen de la lluvia de la cual depende

tanto la producción vegetal como la escorrentia superficial que alimentará ríos,

lagos, manantiales y acuíferos. El agua de la lluvia puede escurrirse rápidamente

hacia los cursos fluviales que la recogen, infiltrarse en el sustrato o evaporarse

directamente. El agua de lluvia proviene de la condensación del agua que se

evapora en el mar y sobre los continentes. Esta evaporación es posible gracias a

la energía que proviene de sol; casi una cuarta parte de toda la energía solar es

usada en la evaporación del agua. La mayor parte del agua de lluvia cae en el

mar. De la que cae en los continentes y circula por los ríos casi dos terceras

partes se evapotranspiran (evaporación directa o transpiración por las plantas)

mientras que el resto circula desde la montañas por los ríos y lagos, puede

quedar temporalmente almacenada en acuiferos y al final va a parar al mar. Este

viaje lo hacen cada año unos 40.000 Kilómetros cúbicos de agua y forman tanto la

base de la vida en los ecosistemas acuáticos como de los recursos usados por el

hombre (Margalef, 1983; Atlas y Bartha, 2006).

Los organismos que viven en el agua han evolucionado en ella desde el principio

del origen de la vida en la tierra. Probablemente la vida se originó en el agua y

durante millones de años, mientras los continentes tenían poca diversidad, el mar

estaba lleno de vida. Las aguas dulces representan una parte minúscula de toda

el agua del planeta, pero albergan una diversidad proporcionalmente mucho

mayor que el mar si comparamos las extensiones relativas (Margalef, 1983; Allan,

1995; Atlas y Bartha, 2006; UNEPGEMS, 2008).

Los diferentes factores que afectan los ecosistemas acuáticos hacen que algunos

organismos desaparezcan mientras otros sean más abundantes. Dependiendo de

la tolerancia a esos factores, en el agua tendremos diferentes comunidades

indicadoras (Atlas y Bartha, 2006).
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Por otra parte, y desde el punto de vista del ser humano, el agua es un elemento

esencial para la vida, representa aproximadamente un 60% del peso corporal

total, el cual viene regulado a través del equilibrio entre el ingreso (alimentos,

bebidas, productos metabólicos) y el egreso (sudor, respiraci6n, heces, orina). Se

puede decir que el agua dio origen a la vida y la mantiene y regula (Ambroggi,

2001).

El agua ha sido un elemento clave para el desarrollo de la humanidad; su

presencia ha permitido el desarrollo de civilizaciones que mantuvieron una

permanente disputa con la naturaleza y entre sí para controlar la disponibilidad del

agua en el lugar y en el momento necesario, así como para evitar los

devastadores efectos de sus excesos (UNESCO, 2003; Andreazzi y col., 2007).

En la actualidad el agua plantea problemas de dimensiones múltiples y de gran

impacto, por los crecientes usos y consumos en los ámbitos agrícola, industrial y

terciario, particularmente el doméstico familiar, con efectos muy importantes en la

calidad de vida de las personas (Andreazzi y col., 2007; UNEPGEMS, 2008).

De acuerdo a datos de la Organizaci6n mundial para la salud, se estima que unos

1.200 millones de personas, casi el 20% de la población mundial, no tienen

acceso al agua potable. Un 40% no tiene acceso al saneamiento de aguas, con

las consiguientes enfermedades que conlleva no disponer de agua corriente

(WHO, 2009).

las Naciones Unidas, en sus Objetivos de Desarrollo del Milenio (ODM), se han

fijado un objetivo para el 2015 que consiste en reducir a la mitad el número de

personas sin acceso a un suministro de agua segura. Este objetivo se ampli6 para

incluir el tema del saneamiento domestico durante la Cumbre de la Tierra en

Johannesburgo (UNEPGEMS, 2008).

El porcentaje de personas en América latina y el Caribe que no tienen acceso al

agua es aproximadamente 15%; en Asia 20% y en África 40%. El déficit en

saneamiento para estas regiones son, respectivamente, 20%, 50% Y 40%.
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Además, se debe recordar que la población crecerá durante los próximos 25 aflos

y, en particular, se espera que la población urbana de África y de Asia se duplique

(Pruss-Ustun y co!., 2008; WHO, 2011).

La conservación, distribución, utilización, reciclaje y accesibilidad del agua son

cuestiones que afectan a todas las capas de la sociedad. En este momento

adquiere una gran importancia sensibilizar a la población creando una nueva

conciencia ética del agua. La vida depende del agua y si se proyecta una mirada

hacia el futuro se vera que es un bien escaso cuya calidad y disponibilidad

depende de lo que hoy se haga. La denominada crisis del agua se debe a una

deficiente distribución y es urgente el desarrollo de nuevas formas de gestión para

protegerla, y para que todo el mundo pueda acceder a ella.

2.2. EL AGUA Y LA SALUD

El agua es un elemento de vital importancia para la vida y está íntimamente

relacionada con la salud. Las enfermedades infecciosas transmitidas por el agua

ocasionan la muerte a unos dos millones de personas al año, en su mayoría niños

y están asociadas a la falta de agua potable y de infraestructuras sanitarias

(WHO, 2006). En las últimas décadas se han invertido en los países

desarrollados sumas importantes en el tratamiento de aguas residuales y se ha

conseguido mejorar la calidad de las aguas superficiales. Sin embargo, según

datos de la Organización Mundial para la Salud, en el mundo, 1.200 millones de

personas carecen de suministro de agua potable y 2000 millones carecen de red

de saneamiento, principalmente en América del Sur, Asia y África (UNESCO,

2003; WHO, 2009).

Los microorganismos en el agua fueron observados por primera vez en el siglo

XVII por Leeuwenhoek. El agua como hábitat natural no es estéril. Incluso en las

aguas no contaminadas viven un gran número y diversidad de microorganismos

autóctonos. Estos microorganismos del agua no suponen un riesgo para la salud

de las personas saludables, aunque pueden suponer un serio problema para las

personas inmuno suprimidas, ninos y ancianos, sobre todo si se encuentran en un
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número alto. Sin embargo, las bacterias al6ctonas procedentes del hombre y los

animales, que llegan de manera ocasional al agua, pueden ser causa de

numerosas enfennedades infecciosas (Domínguez-Carmona, 2000; Madigan y

col., 2004).

La transmisión hídrica de enfermedades, es un hecho bien establecido. Desde

hace mucho tiempo se han caracterizado numerosos agentes patógenos. Sin

embargo, para una consideración actual del problema no se debe prescindir del

hecho de que las circunstancias cambian notablemente. Cambia el poder

patógeno de los agentes microbianos de manera que esta evolución puede

modificar notablemente las pautas de transmisión. Son muchos los factores que

afectan a la evolución del poder patógeno microbiano y no siempre predecible ni

controlable (WHO, 2006; Lutsenko y Palahniu, 2010).

Desde la antigüedad se sospechaba que el agua podía transmitir enfermedades.

Hip6crates (460-354 A.c.) recomendaba hervirla para evitar algunas

enfennedades. Sin embargo, no fue hasta el siglo XIX que se demostró

científicamente la importancia del agua como vehículo de infecciones. En el afio

1854, durante la epidemia de cólera que asolaba Londres, fue cuando el médico

John Snow, demuestra, por estudios epidemiológicos que el origen de la

enfennedad era el agua de la fuente de Broad Street, contaminada con aguas

residuales del río Támesis. Sin embargo, el agente etiológico causante no se

descubrió hasta 1884, en la epidemia de Alejandría, por el microbiólogo Roberto

Koch y sus colaboradores, que lo denominaron Bacíllus vírgula por su forma de

coma. Actualmente se conocen numerosos tipos de microorganismos patógenos

(bacterias, virus, protozoos) que pueden transmitirse por el agua y producir una

gran variedad de enfennedades (Domínguez Carmona, 2000).

Los virus constituyen también un grupo importante en la transmisión hidrica de

enfermedades (Hirst, 1991). Entre ellos, se encuentran los enterovirus causante

de la poliomielitis. Estos tipos de virus son un ejemplo que ilustra muy bien las

pautas de cambio en los procesos infectivos que acontecen en el planeta, pues

surgieron nuevamente con más fuerza precisamente en sociedades
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desarrolladas, como la norteamericana, cuando habían alcanzado mayores cotas

de hábitos de vida acordes con las prácticas higiénico sanitarias más avanzadas

(Dominguez-Carmona, 2000; WHO, 2006).

Entre las infecciones transmitidas por el agua algunas de las de mayor

envergadura son el cólera, producido por Vibno cholerae, la fiebre tifoidea debida

a salmonella Typhi y la disentería bacilar por Shigella dysenteriae. El cólera cursa

con una diarrea acuosa muy abundante que puede producir la muerte por

deshidratación (OPS, 1987; Grant, 1998; Rotger, 1997; WHO, 2011; Lutsenko y

Palahniu, 2010; Carvajal y Oletta, 2012).

El cólera es un problema controlable pero persistente, que causa infección y

mortalidad frecuente. La evolución de la bacteria patógena está constatada

claramente y se realizan esfuerzos por obtener una vacuna (Rotger, 1997; WHO,

2011).

Otra de las enfermedades clásicas transmitidas por el agua lo es la fiebre tifoidea,

una enfermedad sistémica que produce fiebre alta, cefaleas y afecta a diversos

órganos como el hígado y bazo. Esta enfermedad ha sido prácticamente

eliminada de los países desarrollados, gracias a un eficaz tratamiento de las

aguas, pero todavia son comunes en muchos parses de África, Asia y América del

Sur. En ocasiones se producen epidemias en Europa y Estados Unidos de fiebres

tifoideas cuando se producen fallas en los sistemas de depuración o

contaminación con aguas residuales debido a desastres naturales o averías

accidentales (Koser y Skinner, 1992; Rotger, 1997; WHO, 2006; Lutsenko y

Palahniu, 2010; Carvajal y Oletta, 2012).

Las enfermedades de origen hídrico menos graves y más frecuentes son las

gastroenteritis producidas, tanto por bacterias (Salmonel/a entenca, Escherichia

co/i, Yersinia. enterocolitica, Campylobacter jejuni, Aeromonas hydrophila) como

por virus (Rotavirus, Calicivirus, Astrovirus, Coxsackie). Los síntomas más

comunes son vómitos, diarreas, fiebre y dolores abdominales (Rotger, 1997;

Lutsenko y Palahniu, 2010; Carvajal y Oletta, 2012).
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Dentro de las infecciones emergentes de origen hídrico que se han destacado por

su alta mortalidad en los últimos afios, esta la legionelosis producida por la

bacteria Legionelta pneumophi/a. Es una enfermedad que aparece por primera

vez en 1976 y cursa como una infección respiratoria con fiebre alta, dolores

musculares y neumonía. El agente causante lo constituye una especie bacteriana

cuya existencia en la naturaleza raramente había afectado a la especie humana.

Sin embargo, las instalaciones de torres de refrigeración propias del aire

acondicionado determinaron en un momento su propagación en forma de

aerosoles a través de las duchas y los climatizadores, conduciendo a infecciones

que han resultado, en la mayoría de los casos, fatales en situaciones de riesgo.

Ello ha determinado que en los países desarrollados se establezcan medidas

específicas de control de esta bacteria (WHO, 2003; WHO, 2006; Lutsenko y

Palahniu, 2010).

Los protozoos (Entamoeba, Giardia, Cryptosporidium, Cyc/ospora), son también

un ejemplo de los microorganismos transmitidos por el agua. Estos organismos

producen disentería y gastroenteritis de larga duración que pueden ser graves en

personas inmuno suprimidas. Algunos protozoos de vida libre como Naeg/eria y

Acanthamoeba pueden causar meningoencetalitis y lesiones en la piel y

conjuntiva (WHO, 2011).

El origen más común de los microorganismos antes mencionados que pueden

trasmitirse por el agua, está en las excretas del hombre o de los animales,

principalmente las heces, que contaminan las aguas de bebida con bacterias y

virus entéricos, protozoos y huevos de helmintos, y, en menor medida, la orina.

Los microorganismos de las heces pueden llegar al suelo donde sobreviven

durante un tiempo que depende de las características del suelo y del propio

microorganismo, de aquí pasan al agua por el viento y la lluvia (WHO, 2006;

WHO,2011).

La vía de transmisión más frecuente de las bacterias causantes de infecciones

hídricas, es la oral a través del agua de bebida. También por el agua de bafio se

produce una transmisión a través de la piel y de las mucosas, como ocurre en la
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leptospirosis, dermatitis y lesiones en la piel producidas por algunas especies de

MycobacteniJm y toxinas de Cianobaeterias, otitis y conjuntivitis por Pseudomonas

aeruginosa, meningitis e infecciones oculares causadas por protozoos (Naegleria,

Acanthamoeba) e infecciones respiratorias por algunos virus como el Adenovirus

y el Coxsackie (Rotger, 1997). Además la transmisión puede ser por vía

respiratoria, debido a la inhalación de aerosoles, procedentes de diversos

aparatos (duchas, torres de refrigeración, jacuzzi), como sucede con la

legionelosis, o del riego por aspersión con agua contaminada con Enterovirus. Los

humidificadores de agua también pueden contaminarse con actinomicetos,

hongos y protozoos produciendo reacciones alérgicas (WHO, 2006; WHO, 2011;

Forbes, 2009).

Dentro de las características que hay que tener en cuenta respecto a los

microorganismos patógenos transmitidos por el agua, es su resistencia a los

agentes químicos, principalmente el cloro que es el desinfectante más utilizado en

los tratamientos de depuración de las aguas. En general, las bacterias son poco

resistentes al cloro y se destruyen con las dosis habituales utilizadas (1 mgIJ), con

la excepción de Legionella que necesita dosis mayores (5-10 mgll). Los virus,

especialmente Hepatitis A y Norwalk necesitan dosis altas (6 mgll) y tanto los

quistes de protozoos, sobre todo Cryptosporidium, como los huevos de helmintos

tienen una resistencia al cloro elevada (10-80 mg/l) lo cual permite que sobrevivan

a los tratamientos de desinfección utilizados tradicionalmente (WHO, 2006; WHO,

2009).

Uno de los problemas que ha surgido con mucha fuerza en los últimos años, y

que tiene una relación directa con las enfermedades de origen hídrico, es la

existencia de intercambios genéticos entre las bacterias. Significa esto la

posibilidad de diseminación de genes y grupos de genes responsables de la

patogenecidad de muchas especies, así como su resistencia a los principales

antimicrobianos utilizados para combatir las infecciones. Ello se ve favorecido

cuando hay un ambiente que selecciona de manera positiva a aquellas cepas

portadoras de dichos determinantes genéticos. Asi ocurre con los antibióticos que

generan una presión selectiva a favor de las bacterias portadoras de genes de
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resistencia a estos agentes, los cuales con frecuencia van asociados a los de

patogenicidad. Los avances en los métodos de análisis y selección implican

sencillamente una mayor posibilidad de identificar problemas que anteriormente

pasaban desapercibidos y que se han de añadir a la problemática sanitaria en

relación con el agua, que se vive hoy en día (WHO, 2006; Maier y col., 2009;

Lutsenko y Palahniu, 2010; WHO, 2011).

Los datos mencionados anteriormente sobre la salud y el agua dibujan un

panorama muy amplio en cuanto a posibilidades, sin embargo la envergadura de

los problemas ciertamente varía mucho. En términos generales las enfermedades

transmitidas por el agua afectan a unos 2.300 millones de personas cada año en

el mundo. La mortalidad que suponen estas infecciones alcanza a 1,96 millones

de personas de las cuales el 60% son nitlos menores de 5 atlos. Son los

resultados o las consecuencias fundamentalmente de esa proporción tan notable

de la Humanidad que aun carece de agua potable o de saneamientos adecuados

(WHO, 2006; WHO, 2011).

2.3. EL AGUA: PROTECCION y CONSERVACION

La calidad de las aguas destinadas al consumo humano es una de las principales

preocupaciones de los gobiemos que deben proteger la salud de las personas de

los efectos adversos derivados de cualquier tipo de contaminación de las aguas.

Por ello, la mayoría de los países tienen sistemas de vigilancia y control de las

aguas, así como programas de vigilancia epidemiológica que permiten detectar

que factores inciden en la falta de calidad del agua (WHO, 1972; WHO-FAO,

1985; OPS, 1987; WHO, 2006).

La primera medida de prevención a ser implementada por los gobiernos es la

protección de las zonas de captación: acuíferos, embalses, fuentes y manantiales,

evitando o prohibiendo aquellas actividades que puedan contaminarlas. Otra

medida necesaria es el tratamiento de las aguas de abastecimiento mediante los

diversos sistemas y procesos necesarios para su depuración: almacenamiento,
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floculación, coagulación, decantación, filtración y desinfección (Geldreich y co!.,

1985; WHO, 2003; WHO, 2006; WHO, 2009).

Durante el almacenamiento el agua mejora la calidad debido a que la materia

orgánica se destruye por la actividad microbiana, la f10culación y los procesos de

sedimentación eliminan las pequelias partículas. Cada uno de los procesos

empleados en el tratamiento elimina un alto porcentaje de microorganismos. La

eficacia de éstos junto con la desinfección final contribuyen a la destrucción del

99,9% de los microorganismos (WHO, 2006; Gray, 2008).

Para comprobar la eficacia de estos tratamientos los responsables sanitarios

controlan las aguas de consumo humano mediante la realización de los análisis

establecidos por los organismos intemacionales y la legislación vigente en cada

país (OPS, 1987; WHO, 2006; WHO, 2011).

El control microbiológico del agua se estableció a principios del siglo XX con la

investigación de las bacterias coJiformes y Eseheriehia eoli. Posteriormente se

incluyeron otros indicadores bacterianos fecales como la presencia de

Enterococcus y esporas de Clostridium sulfito reductor. Las mayoría de las

normas microbiológicas exigen en todas las aguas de consumo humano ausencia

en 100 mi de todos estos indicadores fecales y además en la red de distribución el

número de bacterias incubadas a 22 oC no debe superar las 100 por mI (WHO,

1972; Leclerc, 1976: CE, 1980; COVENIN, 1982; Pipes, 1982; OPS, 1987; BOE,

1991; COVENIN, 1993; Gaceta de la RepubJica Bolivariana de Venezuela, 1998;

CE, 1998; Szewzyk y coL, 2000; BOE, 2002; WHO, 2006).

Es muy importante realizar un tratamiento y depuración de las aguas residuales

para evitar la contaminación de las aguas tanto superficiales como subterráneas,

impidiendo la dispersión de los patógenos y la aparición de infecciones hídricas.

Además por esta vía, se eliminan otros riesgos sanitarios como la contaminación

de alimentos de origen marino, las enfermedades de las aves, infecciones en los

baliistas y olores desagradables. La eficacia para eliminar microorganismos y
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partículas sólidas varía mucho según los diferentes sistemas y procesos (Lafuente

y co!., 2000; Weber, 2003; WHO, 2003; WHO, 2009; WHO, 2011).

El agua recogida para el consumo humano se almacena en embalses que se

sitúan en las zonas altas de las cabeceras de los rfos. Desde estas zonas

alejadas el agua circula por complejos sistemas de distribución que disminuyen la

calidad microbiológica del agua. En la mayoría de las ciudades coexisten

instalaciones realizadas, a lo largo de muchos alias, con distintos materiales, lo

que origina frecuentes averías que ponen en peligro la salubridad de las aguas.

Como consecuencia de las roturas las aguas se contaminan con tierras, heces de

animales salvajes, vertidos de aguas residuales y otros componentes extralios

(Lafuente y co!., 2000; WHO, 2009).

En muchos países el 30% del suministro doméstico se pierde antes de llegar a su

destino por culpa de fugas en las tuberías, equipos defectuosos o sistemas de

distribución con un mantenimiento deficiente. Según cálculos recientes, incluso

con los sistemas más modernos es normal que se pierda del 10-20 % (WHO,

2006).

La calidad de las aguas superficiales (ríos y lagos) es también un problema

importante, ya que a ellas llegan aguas de escorrentía, procedentes de grandes

superficies de terreno y la contaminación es inevitable, principalmente la agrícola.

Además, en ellas se vierten los efluentes de aguas residuales tratadas y los

vertidos domésticos e industriales sin tratar que produzcan contaminación química

y microbiológica. La contaminación orgánica produce la eutrofización de las aguas

(materia orgánica, fósforo, nitrógeno), favoreciendo el crecimiento de algas y

cianobacterias que consumen el oxígeno, por lo que se desarrollan los

microorganismos anaerobios. Estos microorganismos producen substancias que

originan olores y sabores anómalos y compuestos tóxicos (UNEPGEMS, 2008;

Manahan, 2007).

Estas aguas contaminadas necesitan un tratamiento complejo y caro antes de ser

suministradas a los consumidores. La complejidad yel costo del tratamiento se
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incrementan al mismo tiempo que la calidad del agua se deteriora (Gray, 2008;

WHO,2009).

Las grandes ciudades precisan plantas potabilizadoras que garanticen el

suministro de un volumen elevado de agua de consumo que cumpla los requisitos

de salubridad exigidos en la normativa vigente. Para alcanzarlos es necesaria una

serie de tratamientos físico-químicos que se llevan a cabo en las distintas etapas

de la potabilización. Los principales problemas que surgen en estos tratamientos

son fallas en alguna etapa que impiden la eliminación de los microorganismos,

formación de compuestos tóxicos y presencia de microorganismos resistentes a la

desinfección por el e/oro (Gray, 2008).

Una de las primeras etapas del proceso de desinfección del agua es el proceso

de decantación. Es una etapa importante para la eliminación de los virus, que

son capaces de atravesar los filtros y en su mayoría son resistentes al cloro. En

este proceso se añaden al agua dosis de cloro altas (de 2 a 10 mgll) para la

oxidación y posterior eliminación de diferentes compuestos. Si en el agua hay

materia orgánica se originan compuestos clorados (tri·halometanos) que no se

eliminarán en las sucesivas fases de potabilización. Los tri·hatornetanos se

acumulan en las reservas de grasa del organismo y son cancerígenos. Otro

componente químico que se añade como agente floculante es la alúmina.

Concentraciones altas de este producto da lugar a un exceso de aluminio en las

aguas lo que está relacionado con enfermedades neurodegenerativas (Manahan,

2007; Gray, 2008).

Posterior a la decantación ocurre el proceso de filtración a través de filtros de

arena que elimina los quistes de protozoos, muy resistentes a la e/oración.

Deficiencias en este proceso pueden ocasionar epidemias por parásitos. Los

riesgos se incrementan cuando estos filtros no se limpian con regularidad y se

originan biopeliculas que favorecen el desarrollo de microorganismos, impidiendo

su eliminación (OPS, 1987; Weber, 2003, WHO, 2011).
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La desinfección de las aguas se realiza generalmente con cloro. Se pueden

utilizar otros desinfectantes como el ozono, pero no es tan efectivo por su

ausencia de efecto residual y difícil manejo. Sin embargo, las autoridades

sanitarias, muestran su preocupación por algunas bacterias patógenas

oportunistas que presentan una resistencia al cloro mayor, como Pseudomonas

aeruginosa, especies de Mycobacterium y Legione/la pneumophila (WHO, 2006;

WHO,2011).

Las redes de distribución también presentan riesgos. Las tuberías y depósitos que

contienen agua pueden liberar compuestos tóxicos al agua, como plomo, cobre,

hierro, amianto (uralita) formaldehído y ftalatos (Manahan, 2007; Gray, 2008;

Bach y coL, 2012).

En relación con la vigilancia y control analftico del agua. Lo habitual era establecer

un muestreo en determinados puntos de la red de distribución urbana, para vigilar

la calidad en las diferentes zonas abastecidas. La frecuencia de los análisis se

realizaba en función del número de habitantes del municipio. En la actualidad, las

legislaciones vigente ha incluido el muestreo en la red de distribución doméstica y

la frecuencia está relacionada con el volumen de agua tratada y el número de

habitantes suministrados. La mayor fuente de incidencias y averías sucede en la

red domiciliaria y es necesario su control para garantizar la calidad del agua. No

basta con la vigilancia del agua a la salida de la planta de tratamiento y en la red

urbana, sino que esa calidad debe mantenerse hasta el grifo del consumidor

(WHO,2011).

Al estudiar la población de microorganismos presentes en el agua, no se analizan

cada uno de los microorganismos, si no que se buscan grupos de

microorganismos que evidencien la posible contaminación de esas aguas, los

llamados indicadores de calidad sanitaria. Entre ellos tenemos: Bacterias

heter6trofas, coliformes totales y fecales, Enterococcus, y mohos y levaduras

(Pipes, 1982; Lafuente y col., 2000; WHO, 2006; WHO, 2009; WHO, 2011).
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La evaluación de los microorganismos indicadores tiene sus limitaciones. Las

técnicas analíticas implicadas en este tipo de análisis deben ser sensibles,

reproducibles, rápidas, fiables y fáciles de realizar. Por eso, tradicionalmente se

han investigado como indicadores, microorganismos como las bacterias de

origen fecal, pero son poco específicas Y. aunque han resultado útiles para vigilar

el surgimiento de epidemias bacterianas clásicas, no siempre nos alertan de la

presencia de algunos microorganismos patógenos, como virus y protozoos.

Además en un gran número de brotes hídricos se desconoce el agente causal.

Para resolver estos problemas sería necesario proponer técnicas para detectar

virus y protozoos Como indicadores de virus animales se ha propuesto la

investigación de bacteriófagos de Escherichia coli pero no se han incluido en las

más reciente normativa a nivel mundial, debido a una mayor complejidad de la

técnica. La detección de parásitos no se incluye en los controles rutinarios pero en

las últimas normativas se ha introducido la investigación de Cryptosporidium

cuando se superen otros parámetros indicadores y si la autoridad sanitaria lo

considera oportuno (WHO, 2006; WHO, 2011).

De manera general, se puede señalar que con una buena protección de los

acuíferos y de las fuentes de abastecimientos de agua, unidos a un efectivo y

constantes tratamiento del agua para el consumo, así como a un monitoreo

periódico, los problemas de contaminación del agua deberían reducirse a un

mínimo que garanticen su potabilidad y disminuyan el riesgo para la salud del

público consumidor.

2.4. LAS AGUAS MINERALES

El agua pura es una especie química definida, integrada por hidrogeno y oxigeno,

por consiguiente el agua pura y el agua natural son siempre minerales (Armijo y

San Martín, 1994).

La primera definición sobre el agua mineral la da Limón Montero en el año 1697,

quien denominó como agua mineral, "aquella que recibe de los minerales alguna

virtud extralia" (Limón Montero, 1697).
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Armijo en el año 1968, las define como las aguas que procediendo de un

manantial o fuente pueden ser utilizadas directamente con fines terapéuticos por

haber sido aceptadas por los organismos competentes, siendo por lo tanto

verdaderos medicamentos (Armijo, 1968).

Posteriormente, en el año 1969, la Organización Mundial de la Salud (WHO),

considera como agua mineral natural, las bacteriológicamente incontaminadas,

procedentes de fuentes subterráneas, con un mínimo de un gramo de minerales

por kilogramo o 250 miligramos de anhídrido carbónico libre, con propiedades

favorables para la salud, según criterios admitidos por el comité FAO-WHO

(Armijo y San Martín, 1994).

De manera general podemos señalar que el agua mineral tiene su origen en

estratos o yacimientos subterráneos y brotan de un manantial en uno o varios

puntos de alumbramiento, naturales o perforados. Se diferencia de las restantes

aguas, por su naturaleza, caracterizada por su contenido de minerales,

oligoelementos y, en ocasiones, por determinados efectos y por su pureza original

(Armijo y San Martín, 1994).

2.4.1. Origen de las aguas minerales

Hasta finales del siglo XIX a las aguas minerales se les suponía un origen

volcánico y casi milagroso. Los estudios posteriores han puesto de manifiesto que

casi todas las aguas minerales proceden de aguas meteóricas, lluvia o nieve,

infiltradas desde la superficie del terreno y, en menor proporción, de la infiltración

de aguas fluviales o lacustre (Chapelle, 2001; Tampo, 2004). Sin embargo, las

aguas minerales se siguen dividiendo tradicionalmente, por su origen en tres

grandes grupos:

a. Superficiales o de infiltración: Brotan de fallas sin relación con filones

metálicos o rocas eruptivas. El caudal que varia con la lluvia y las estaciones, está

en relación inversa con la mineralización. No contiene elementos característicos

de las emanaciones metálicas de las profundidades (boro, arsénico, bromo, flúor,
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cobre). La temperatura varía y suele ser inferior a 30° C.

b. Profundas, magmáticas o primitivas: Brotan de fallas relacionadas con

filones metálicos o eruptivos. El caudal es rítmico pero constante. La composición

química es constante encontrándose en estado libre elementos propios de

emanaciones metálicas. Frecuenteménte son radiactivas. La temperatura es

constante y suele ser elevada.

c. De origen mixto: cuando se mezclan aguas meteóricas de infiltración

reciente con aguas profundas.

Las aguas minerales aprovechan una falla del terreno y se filtran hasta

profundidades de dos a cuatro kilómetros. Gracias a las corrientes ascendentes

del centro de la tierra, alcanzan grandes temperaturas, pierden oxígeno y se

remineralizan porque se ponen en contacto con las rocas de la zona por donde

pasan y adquieren su mineralización. Suelen acumularse en un reservorio durante

años y permanecen en la profundidad de la tierra. Posteriormente, debido a las

presiones de esa zona buscan un canal de ascenso y salen a la superficie de la

tierra. (Chapelle, 2001; Tampo 2004).

2.4.2. Clasificación de las aguas minerales

No existe todavía una clasificación definitiva de las aguas minerales y a pesar de

los múltiples intentos no se ha llegado a una que pueda admitirse sin discusión,

siendo frecuente las que se basan en varios aspectos: geológicos, hidrológicos,

químicos y terapéuticos.

Las clasificaciones tradicionalmente propuestas son las siguientes:

a. Geológica

Se basan en las características del suelo en el que surgen los manantiales

buscando el origen de la mineralización de las aguas. Actualmente tienen muy
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poco valor práctico y están en desuso (Arias y coL, 1995).

b. Temperatura

En 1829, Ossan clasificó por primera vez las aguas por su temperatura de

emergencia en: Frias (hasta 18 OC), frescas (18~24 OC), tibias (24~31 OC), calientes

(31~37 OC) Ymuy calientes (37.100 OC).

Wollmann, en 1943, clasificó las "aguas con calor natural" en 3 grupos: Tibias: 20~

29° e, calientes: 30~39° C y muy calientes: 40° C o más (Masoud y col., 1982;

Arias y col., 1995).

De acuerdo a Arrnijo, (1968), quien utiliza una clasificación que tiene en cuenta la

temperatura del cuerpo humano, establece las siguientes clases:

• Frias: <20° C

• Hipo termales: 20~30° e
• Meso termales: 3040° C

• Hipertermales: > 40° e

c. Presión Osmótica

Otras clasificaciones se basan en la presión osmótica (Armijo y San Martín, 1994),

estableciéndose los siguientes grupos:

• Hipotónicas: inferior a 6,5 atm

• Isot6nicas: igual a 6,5 atm

• Hipert6nicas: superior a 6,5 atm

d. Mineralización.

De acuerdo a la mineralizaci6n determinada por el residuo seco obtenido a 110° e
(Armijo y San Martín, 1994), se han dividido las aguas en:
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• Oligometálicas: Hasta 100 mgll

• Mineralización muy débil: Desde 100 hasta 250 mgll

• Mineralización débil: Desde 250 hasta 500 mgIJ

• Mineralización media: Desde 500 hasta 1500 mgll

• Mineralización fuerte: Más de 1500 mg/l sin alcanzar la concentración

del agua marina

• Mineralización marina: Semejantes o superior al agua marina.

e. Composición quimica.

Esta clasificación es una de las más difundidas y se basan en el contenido de

elementos aniónico y catiónico predominante (Armijo y San Martín, 1994)

• Aciduladas: (más de 250 mg de C02)

• Alcalinas: (con predominio de sodio y bicarbonato)

• Amargas: (con predominio de sulfatos, sodio y magnesio)

• Arsenicales: (más de 0,2 mg As)

• Estróncicas: (más de 10 mg Sr)

• Ferruginosas: (más de 5 mg Fe)

• Litínicas: (más de 1 mg Li)

• Boratadas: (más de 4 mg de ácido metabórico)

• Bromuradas: (más de 4 mg Br)

• Fluoradas: (más de 2mg FI)

• Yoduradas: (más de de 1 mg 1)

• Sulfurosas: (con sulfuro, sulfhídrico o tiosulfato)

• Radiactivas: (más de 5 u Maché)

En España se ha establecido la siguiente clasificación para las aguas minerales

(BOE, 2002):

• Bicarbonatada: Más de 600 mg/l de bicarbonato

• Sulfatada: Más de 200 mg/l de sulfato
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• Clorurada: Más de 200 mgll de cloruro

• Cálcica: Más de 150 mgll de calcio

• Magnésica: Más de 50 mgll de magnesio

• Fluorada: Más de 1 mgll de f1uoruros

• Ferruginosa: Más de 1 mg/l de hierro bivalente

• Acidulada: Más de 250 mg/l de C02 libre

• Sódica: Más de 200 mgll de sodio

2.4.3. Caracteristicas ffsico-quimicas

Las aguas minerales subterráneas que circulan por la corteza terrestre

constituyen agentes fundamentales en los procesos geolÓQicos de formación de la

estructura de la tierra. Siendo un solvente natural complejo y dinámico, el agua

participa tanto en los procesos de disolución y transporte como en las reacciones

químicas y en la transferencia de calor, gases y elementos químicos (Rodier,

1998; Chapelle, 2001; Tampa 2004).

Las propiedades físico-químicas de las aguas, mineralización y temperatura

dependen de la composición del agua que se infiltra, de los procesos

biogeoquímicos que tienen lugar en la denominada zona no saturada que existe

entre la superficie del terreno y la capa freática, y de la trayectoria y tiempo que

sigan las partículas de agua subterránea. El tipo de minerales con los que entra

en contacto el agua en su camino, así como la temperatura de las rocas que

atraviesa juegan un papel primordial en las modificaciones que experimenta la

composición química original de ese agua (Masoud y col., 1982; Llamas, 1992;

Chapelle, 2001; Tampa, 2004).

En el año 1911, el investigador Grunhut señala que para que se considere un

agua como mineral, esta debe contener más de un gramo de sustancia sólida

disuelta por kilogramo de agua o bien componentes especiales en cantidades

superiores a determinadas proporciones o una temperatura superior a 20° C

(Armijo y San Martin, 1994).
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Las aguas minerales pueden definirse, desde un punto de vista fisicoquímico,

como una fase heterogénea formada por una suspensión de sustancias orgánicas

e inorgánicas, normalmente diluida, cuyo solvente es la molécula de agua. Esta

sustancia es por Jo tanto el componente mayoritario de las aguas minerales, y sus

propiedades, principalmente las físicas prevalecen sobre las de los demás

componentes, difiriendo muy poco de las propiedades físicas del agua pura, sin

embargo, las propiedades químicas se modifican considerablemente por la

incorporación de elementos mineralizantes (Armijo y San Martín, 1994).

Entre los principales elementos químicos presentes en el agua mineral tenemos:

• Sodio: Es uno de los elementos más distribuidos en la naturaleza, se

encuentra en todas las aguas minerales y en muchos casos como catión

predominante (Armijo y San Martín, 1994).

• Potasio: Se encuentra muy distribuido en la corteza terrestre, de donde por

procesos de disolución pasa al agua mineral. El contenido de potasio de las

aguas minerales oscila entre 1/5 a 1/20 del de sodio. Con frecuencia las

aguas minerales ricas en potasio son de origen profundo (Armijo y San

Martín, 1994).

• Litio: Existe muy distribuido en la naturaleza, aunque en pequeñas cantidades

en diversos tipos de rocas y arcillas, a partir de las cuales por disolución llega

a las aguas minerales (Armijo y San Martín, 1994).

• Magnesio: Aproximadamente el 2,2 por ciento de la corteza terrestre lo forma

el magnesio, que a causa de su gran reactividad química no se presenta libre,

sino combinado, formando minerales y rocas. Llega al agua mineral luego de

sufrir distintos y variados procesos de disolución. El magnesio como el calcio

es un componente habitual de las aguas minerales, en particular de las

procedentes de terrenos terciaríos (Armijo y San Martín, 1994).

• Calcio: El calcio se encuentra muy extendido en la naturaleza, constituyendo

aproximadamente el 3,5 por ciento de la corteza terrestre. Forma parte de un
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gran número de rocas y minerales y de muchas aguas minerales,

nonnalmente frías, a consecuencia de la acción de los agentes atmosféricos

sobre las rocas (Armijo y San Martín, 1994).

• Hierro: El hierro es uno de los metales más abundantes de la corteza terrestre

y constituye el 4,7 por ciento de ella. Se presenta con mucha frecuencia en

minerales oxigenados y sulfurados. Las aguas minerales que contienen más

de 10 mglL de hierro, se denominan ferruginosas (Annijo y San Martín, 1994).

• Oligoelementos: Corresponde a un grupo de sustancias cuya presencia se ha

detectado en el agua mineral en muy baja cantidad. Entre ellas podemos

mencionar: Manganeso, aluminio, plata, plomo, bismuto, cinc, cadmio, galio,

titanio y vanadio (Annijo y San Martín, 1994).

Además de los elementos y oligoelementos, en el agua mineral podemos

encontrar diversos tipos de iones como:

• Cloruros: Se considera un agua mineral clorurada cuando el contenido en

este anión supera al 20 % del total de aniones expresados en mili

equivalentes. Las aguas cloruradas pueden tener un origen terrestre o marino.

Las terrestres suelen adquirir su contenido de minerales por contacto con

depósitos lagunares ubicados en terrenos del triásico superior (Armijo y San

Martín, 1994).

• Bicarbonatos: Se consideran aguas bicarbonatadas las que con un residuo

seco superior a 1 gIL, tienen como componente aniónico predominante el

bicarbonato. Este es el anión que con mayor frecuencia se encuentra en las

aguas minerales y suele acompaJiarse de los cationes sodio, calcio y

magnesio- Se admite que el bicarbonato de las aguas minerales procede de

la reacción entre el cloruro sódico y el sílice que se produce en el seno de la

tierra en presencia del agua, formándose inicialmente silicato sódico que a su

vez será origen del bicarbonato sódico (Annijo y San Martín, 1994),
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• Sulfuros: Las aguas sulfuradas se caracterizan por contener más de un

miligramo de azufre titulable por litro, de azufre bivalente, con frecuencia en

forma de SH2 o SH·, si bien pueden estar presentes otros compuestos

azufrados como los poli sulfuros y los tiosulfato (Armijo y San Martín, 1994).

• Sulfatos: En la composición de las aguas minerales figuran con frecuencia los

sulfatos. Su presencia es frecuente y muchas veces abundante, toda vez que

los sulfatos están ampliamente distribuidos en la naturaleza y el agua los

puede incorporar al contactar con rocas y minerales que contienen sulfatos o

bien por oxidación de los sulfuros y otros compuestos reducidos del azufre.

Se consideran aguas sulfatadas las que con una mineralización mrnima de un

gramo por litro, tiene como anión predominante el sulfato, compuesto oxidado

de azufre hexavalente (Armijo y San Martín, 1994).

Por último, las aguas minerales también pueden contener disueltos o suspendidos

una serie de gases como el hidrogeno, el oxigeno, el nitrógeno, dióxido de

carbono, sulfuro de hidrogeno y radón entre otros (Armijo y San Martrn, 1994).

Otro factor importante de las características físico-químicas de las aguas

minerales lo constituye, su contenido radiactivo al que se le ha dado mucha

importancia. Las aguas con elementos radiactivos disueltos pueden producir,

como consecuencia directa de su consumo, dosis de irradiación interna tanto por

ingestión como por inhalación de estos elementos. El contenido de la

radiactividad en el agua nos lo proporcionan los índices de radiactividad alfa total

y beta total, cuya medida es simple y rápida. Los isótopos radiactivos que

habitualmente se encuentran presentes en el agua, proceden de las series

radiactivas naturales de los radionúclidos primarios U-238, U-235 y Th-232, que

se encuentran distribuidos abundantemente, aunque de forma desigual, en la

corteza terrestre. En las aguas subterráneas el mayor porcentaje de radiactividad

se debe al Radón 222, un gas noble de escasa reactividad química (Palomares y

Pozuelo, 2004).
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2.4.4. Caracteristicas microbiológicas

Las aguas envasadas poseen una población microbiana variable y no numerosa

que depende de sus condiciones tisicoquímicas, ambientales, climáticas y

ecológicas. En la microbiota de las aguas minerales influyen, de manera

importante, sus características físico-químicas, principalmente la temperatura y la

composición en sales por lo que cada agua mineral tendrá una población

microbiana típica, distinta y característica del manantial de donde procede

(Balkwill y Boone, 1997; Stelz, 1997; De la Rosa y Mosso, 2000; Chapelle, 2001;

Armijo, 2001; Leclerc y Da Costa, 2004, Senior y Dege, 2005).

Las cifras obtenidas en el recuento de microorganismos totales, utilizando

métodos de microscopia de epifluorescencia, en manantiales de aguas minerales

de diversas partes del mundo, ha fluctuado entre 104 Y 107 células por mililitro de

agua (Oger y col., 1987; Meir y Burker, 1997; Coelho y col., 1998; Detives y col.

1999; Urmeneta y col., 2000; Mosso y coL, 2002; De la Rosa y col., 2004; De la

Rosa y coL, 2007; De la Rosa y coL, 2009; Oyedeji y coL, 2010; Mosso y De la

Rosa, 2011).

La presencia de microorganismos en las aguas minerales provenientes de

acuíferos se ha atribuido a los flujos hidrológicos del agua que han llevado desde

la superficie microorganismos y los mismos han producido una colonización

horizontal y vertical de la tierra (Ghiorse y Wilson, 1988; Madsen y Ghiorse, 1993;

Chapelle, 2001; Leclerc y Da Costa, 2004). Según Schmidt- Lorenz (1976) esta

microbiota se multiplica en el agua del manantial y se renueva continuamente. El

crecimiento de las poblaciones bacterianas naturales en este sistema de flujo

abierto heterogéneo, puede tener lugar, dependiendo de las condiciones locales,

en parte como un cultivo estático y en parte como un cultivo continuo. Es posible

que la reproducción bacteriana se produzca al menos temporalmente y que, una

multiplicación significativa de la microbiota autóctona tenga lugar en las zonas

subterráneas de los manantiales (Roszad y Colwell, 1987; Bischofberger y col.,

1990; Leclerc y Moreau, 2002).
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Las bacterias pueden estar libres en el agua y/o adheridas a partículas y

superficies sólidas. Las bacterias consiguen sus nutrientes, casi exclusivamente,

de las sustancias orgánicas de bajo peso molecular disueltas en el agua. Las

sustancias de peso molecular alto se adsorben a las superficies y pueden ser

utilizadas por las bacterias adheridas por medio de enzimas unidos a la pared

celular. Por esta raz6n, en aguas naturales, con pocos nutrientes suele ser mayor

el número de bacterias adheridas que las libres en suspensi6n (Wardell y col.,

1983; GeJdreich y coJ., 1985; Ghiorse y Wilson, 1988; Chapelle, 2001; Leclerc y

Moreau, 2002).

La mayoría de las bacterias autóctonas son quimioorganotr6fas y 0ligotr6ficas. Es

decir, necesitan muy poca cantidad de materia orgánica por lo que pueden crecer

a concentraciones de 1-15 mg de carbono orgánico por litro (Schmidt-Lorenz y

col., 1990; Leclere y Da Costa, 2004). Los requerimientos de nitrógeno también

son mínimos, menos de 1 gil, por lo que son olígonitrofilicas. Algunas pueden ser

quimiolit6trofas opcionales y utilizar hidrógeno o C02 como fuente de energía.

Estas bacterias suelen ser prototr6tas porque no necesitan factores de

crecimiento (Koch, 2001; Nagarkar, 2001). Son aerobias o anaerobias

facultativas, aunque de acuerdo con su bajo metabolismo solo necesitan

pequeñas cantidades de oxígeno, algunas especies pueden crecer con menos de

0,5 % Y otras son capaces de realizar la respiraci6n anaerobia en presencia de

nitratos o nitrito (Leclerc y Da Costa, 2004).

La identificaci6n de las bacterias acuáticas y en particular la de las aguas

minerales, es dificil y depende de los métodos de laboratorio, en muchos casos

poco eficaces para clasificar estas especies (Stetzenbach y coL, 1986; Manaia y

col., 1990; Leclerc y Moreau, 2002). Además, Jos estudios realizados han sido de

bacterias heter6trofas por lo que el conocimiento que se tiene de las especies

constituyentes de la microbiota aut6ctona es muy incompleto. La mayoría de los

autores (Ducluzeau y col., 1976; Nicoletti y Russo., 1979; Schwaller y Schmidt­

Lorenz 1980; Schwaller y Schmidt-Lorenz, 1981; González y col., 1987; Sticlder,

1989; De la Rosa y Mosso, 2000; Mary y col., 2000; Leclere y Moreau , 2002;

Mosso y De la Rosa, 2011) están de acuerdo en que las bacterias Gram
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negativas son las predominantes, entre un 60 a un 90 %, aunque también existen

bacterias Gram positivas, entre un 6 a un 20 % (Quevedo-Sarmiento y col., 1986;

Bischoberger y coL, 1990; Mavridou, 1992; Mosso y col., 1994; De la Rosa y

Mosso, 2000).

2.&. LAS AGUAS MINERALES ENVASADAS

2.&.1. Historia

El origen de las aguas minerales envasadas podemos ubicarlo en los inicios de la

civilización, cuando nuestros antepasados se vieron en la necesidad de

transportar el agua de un sitio a otro, o cuando necesitaron almacenarla. Es

importante señalar que desde el principio, el agua mineral ha estado asociada con

el desarrollo de formas terapéuticas o medicamentosas para restituir la salud de

las personas (Tampo, 2004).

Ya en el año 400 A.c. Hip6crates en su "Tratado sobre aires, aguas y lugares"

alude a las aguas minerales estableciendo su uso y contraindicaciones. Los

griegos desarrollaron toda una escuela de cómo utilizar las aguas minerales como

recursos terapéuticos para curar múltiples dolencias (Jackson, 1990).

Posteriormente, durante el imperio Romano, muchas de las famosas fuentes de

aguas minerales de Europa, comenzaron a ser referencias como centros para

restituir la salud. La hidroterapia introducida en Roma por Asclepio fue difundida

por los estudios y la práctica de Celso, Plinio y Galeno. Esta se basaba en las

propiedades físicas del agua, especialmente la temperatura e incluía su

administración por vía oral. También Séneca (4ac-65dc) en la obra "Naturales

cuestiones" incluye referencias favorables al efecto curador de las aguas

minerales. Las aguas se clasificaban de acuerdo con los minerales que contenían.

Pero fue Plinio (23-79) uno de los mayores entusiastas de las aguas minerales; en

su "Historia Natural" describe distintos tipos de aguas minerales y sus

indicaciones terapéuticas (Jackson, 1990; Lamoreaux y col., 2001).
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Los romanos fomentaron el uso de las aguas minerales como medicamentos e

hicieron muchas aportaciones que conllevaron a lo que se ha denominado la

doctrina románica. Esta ideología consideraba al agua como un producto natural,

específico de cada manantial y que debía observar normas relativas a la

estabilidad y constancia de su composición química, sus caracteristicas físico~

químicas y la conservación de su pureza original, a fin de ejercer su influencia

benéfica y medicinal sobre el organismo del ser humano (Lamoreaux y coL,

2001).

De igual forma, diversas culturas en el mundo fomentaron el uso de las aguas

minerales. El Islam consideraba la hidroterapia como algo prestigioso. Rhazes y

Avicena, considerados los mayores médicos de lengua árabe, desarrollaron la

hidroterapia como técnica de aplicación en forma de baños, bebidas y

aplicaciones locales en quemaduras, viruela y hemorragias. Los médicos árabes

Albucasis, Avenzoar y Avicena los recomendaban para la artritis, obstrucciones y

otras varias enfermedades (Sánchez Granjel, 1981).

En América del Norte, América Central y América del Sur también el agua mineral

estuvo asociada a la cura de enfermedades. Asf se tiene que en el año 1767 se

da inicio a la venta del agua mineral proveniente del manantial Jackson en

Boston, dada a la gran demanda que tenian estas aguas por su poder curativo en

diversas enfermedades. En el año 1800 aguas provenientes de manantiales

cercanos a Albania en Nueva York fueron envasadas para uso comercial. De igual

forma, en el año 1820 aguas de manantiales ubicados en Saratoga fueron

envasadas para la venta. En América del Sur, en Brasil, en el año 1890 se tiene

información de envasado del agua de manantial de Sao Lourenco, con fines

comerciales (ChapeJle, 2005).

En Europa, específicamente en Francia, durante el año 1873 se instala la primera

planta envasadora de agua mineral. Esta planta se instala para envasar agua de

los manantiales de Saint Galmier en Badoit. Posteriormente, ese mismo año, se

instala la envasadora Perrier, así como otras plantas en diversos países europeos

(Chapelle, 2005).
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En un principio el agua era envasada en recipientes de vidrio y las botellas de

plástico no fueron utilizadas hasta mediados del siglo XX (Chapelle, 2005).

Hoy en día, la cultura del agua mineral envasada se ha diseminado por todo el

mundo y constituye una floreciente industria que moviliza billones de dólares en

todo el planeta (ChapeJle, 2005; Royte, 2009; Dege, 2011).

2.5.2 Clasificación de las aguas minerales envasadas

De manera de poder establecer criterios que clarifiquen que se entiende por

aguas minerales envasadas, cada país ha establecido una reglamentación y

normas donde se definen los distintos tipos de aguas minerales envasadas.

La reglamentación ha tenido como objetivo definir, para los efectos legales, lo que

se debe entender por agua de bebida envasada y establecer las normas de

manipulación, elaboración, circulación, comercialización y, en general, la

ordenación jurídica de estos productos.

De esta manera, el agua mineral envasada ha sido definida por la Food Drug

Administration (FDA) de los Estados Unidos de Norteamérica como agua que se

vende en botellas o en otro tipo de contenedor y es utilizada para consumo

humano (Rosenberg, 1990).

Este Organismo las clasifica en:

1. Agua de manantial: Tomada directamente de un pozo y envasada con un

mínimo de tratamiento.

2. Agua potable preparada: Cuando el contenido mineral ha sido ajustado y

controlado.

3. Agua purificada: Es aquella en donde se remueven los minerales a un

contenido menor de 10 mgll. Puede ser purificada por destilación,

intercambio iónico u ósmosis reversa.
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4. Agua Fluoridada: Agua a la que se le ha añadido flúor.

En España, de acuerdo a Annijo y San Martín (1994), las aguas minerales

envasadas se clasifican en:

1. Aguas minerales naturales gaseosas: Agua con anhídrido carbónico natural.

2. Agua mineral natural reforzada con gas del mismo manantial: Corresponden a

aquellas cuyo contenido en anhrdrido carbónico, una vez envasada, sea

superior al que tuviese en el o en los puntos de alumbramiento. El gas añadido

debe proceder del mismo manantial.

3. Agua mineral natural con gas carbónico añadido: Corresponden a aquellas a

las que se les ha añadido anhídrido carbónico no proveniente del mismo

manantial.

4. Agua mineral natural totalmente desgasificada: Corresponde a aquellas a las

que se les ha eliminado el gas carbónico libre por procedimientos ffsicos.

5. Agua mineral parcialmente desgasificada: Son aquellas a las que se les ha

eliminado parcialmente el gas carbónico libre

6. Agua de manantial: Son las aguas minerales de origen subterráneo que

emergen espontáneamente en la superficie de la tierra o se captan mediante

labores practicadas al efecto, con las características naturales de pureza que

permiten su consumo, previa aplicación de unos mínimos tratamientos físicos.

7. Aguas minerales preparadas: Son aguas que proceden de manantiales,

sometidas a tratamientos fisicoquímicos para que reúnan las características

bacteriológicas y químicas establecidas en la normativa.

8. Aguas de consumo publico envasadas: Son aquellas aguas de consumo

público, envasadas coyunturalmente para distribución domiciliaria.

De acuerelo a la Normativa venezolana se define como "Agua envasada para

consumo humano", aquella captada directamente de fuentes de orígenes

subterráneas (Aljibes, pozos o manantiales), cercano al sitio de envasado, y que

cumple con los requisitos establecidos por las normativas vigentes, procesada y

contenida en recipientes apropiados, aprobados por las autoridades sanitarias

competentes y con cierre hermético inviolable, el cual debe permanecer en tal
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condición hasta que llegue a manos del consumidor final. El agua de la fuente

utilizada para envasar agua denominada "Mineral natural" puede ser sometida

a tratamientos físicos como aireación, sedimentación natural, luz ultravioleta

y filtración, autorizados por el Ministerio de Sanidad y Asistencia Social

(COVENIN, 1982; COVENIN, 1993).

2.5.3. Caracterrsticas microbiológicas

Según Schmidt-Lorenz (1976), la microbiota de un agua mineral envasada está

constituida por dos tipos de microorganismos: Los llamados autóctonos que son

los propios del hábitat y que constituyen la mlcrobiota natural y los al6ctonos

procedentes de otro hábitat y que se consideran contaminantes ocasionales.

De acuerdo a su capacidad de supervivencia, la microbiota contaminante puede

dividirse en transitoria y permanente (Schmidt-Lorenz, 1976). La transitoria

consiste, principalmente, en bacterias que no se multiplican en agua mineral y

mueren o se convierten en no cultivables al cabo del tiempo, como Escherichia

co/i, Proteus vu/garis, Klebsiella aerogenes y Enterococcus faeca/is (Ducluzeau y

col., 1976b; Leclere y Da Costa, 2004). La permanente consiste en especies

oligocarbotolerantes que pueden multiplicarse en sustratos con escasos

nutrientes y permanecer viables durante mucho tiempo. Suelen ser bacterias

Gram negativas, psicrófilas y mesófilas como K/ebsiel/a pneumoniae y

Pseudomonas aeruginosa (Ducluzeau y col., 1976a; González y col., 1987;

Leclere, 1994; Laclere y Moreau, 2002).

En aguas minerales envasadas, las bacterias más frecuentes encontradas por

varios autores pertenecen a los géneros Aeromonas, Pseudomonas,

Brevundimonas, Burkholderia, Chryseomonas, Comamonas, Ochrobactrum,

Sphingomonas, Stenotrophomonas, Acinetobacter, Alcallgenes, F/avobacterium,

Cytophaga, Xanthomonas y Flexibacter. (Schwaller y Schmidt-Lorenz, 1980;

Slade y coL, 1986; Manaia y col., 1990; Warburton y 001., 1994; Jasekara y col.,

1998; Zanetti y coL, 2000; Tiago y col., 2004; Loy Y col., 2005). En menor

proporción se han detectado bacilos Gram positivos irregulares como Arthrobacter
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y Corynebacterium (Niemi y coL, 1982; Varnan y Sutherland, 1994; Leclere y

Moreau, 2002).

De igual forma se ha indicado el aislamiento de hongos, los cuales por lo general,

suelen estar en número muy pequeño, predominando los mohos sobre las

levaduras. Se han aislado los géneros Penicillium, Aspergillus, Alternaría y

Rhodotorula en algunos manantiales yaguas minerales envasadas (Niemi y col.,

1982; Fujikawa y coL, 1997; Fujikawa y coL, 1999; Cabral y Femández, 2002;

Criado y coL, 2005; Yamaguchi y coL, 2007).

Por otra parte, algunas de las especies de Pseudomonas, Brevundimonas,

Burkholderia, Chryseomonas, Comamonas, Ochrobactrum, Stenotrophomonas y

Aeromonas, aisladas en este tipo de ecosistema acuáticos se han considerado

como patógenos oportunistas en niños, ancianos y personas inmunosuprimidas

(Havelaar y col., 1990; Campa y col., 1993; Stampi y coL, 1999; Mary y coL,

2000; Massa y coL, 2001; Biscardi y coL, 2002; Theron y Cloete, 2002; Arda y

coL, 2003; HiII, 2003; Chi y coL, 2004; Chihab y coL, 2004; Charity y Foukas,

2005; Cooper, 2005; Leoni y col., 2005; Oie y col., 2009).

De igual forma, diversos autores han demostrado la resistencia a los antibióticos

de cepas de bacterias autóctonas de aguas minerales (Rosenberg y Hemández­

Duquino, 1989; Kailis y coL, 1991; Massa y col., 1995; Vachee y col., 1997;

Wilkinson y Kerr, 1998; Mary y col., 2000; Messí y col., 2005; Ullah y coL, 2012;

Vaz-Moreira, 2012) lo que puede ser de gran interés desde el punto de vista de la

salud pública.

La mayoría de los microorganismos señalados como patógenos oportunistas y

que se han encontrado en las aguas minerales envasadas se transmiten por vía

oral. Sin embargo. las aguas minerales se utilizan también en Balnearios en forma

de baños, duchas y aerosoles y por tanto, es importante tener en cuenta otras

vías de transmisión y otros microorganismos que también pueden estar presentes

tales como mohos, levaduras y parásitos (Armijo y San Martín, 1994).
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La microbiota presente en el agua mineral envasada incrementa su número luego

del envasado, llegando a su máximo nivel al final de la primera semana (GonZález

y coL, 1987; Hammes y coL, 2010). Después de transcurrido este tiempo, el

contenido bacteriano permanece más o menos constante por espacio de 6

meses. Es importante senalar que la microbiota del agua mineral no carbonatada

es mayor que la del agua mineral carbonatada (con gas), dado a la acción

antimicrobiana del anhídrido carbónico presente en las mismas (Koser y Skinner,

1992).

La población microbiana puede unirse a la superficie interna de las botellas

debido a hidrofobicidad de los microorganismos, tal y como lo sugiere Jasekara y

col. (1999), liberando material orgánico de la propia botella que ayudaría al

crecimiento microbiano (Evandri y coL, 2000). Este hecho explicaría en parte el

aumento del crecimiento observado luego del envasado del agua, además se ha

señalado que las botellas de agua mineral pueden ser un ambiente oligotrófico

con poca cantidad de nutrientes pero suficiente para mantener el crecimiento de

la microbiota autóctona presente en el agua (Criado y coL, 2005; Jeena y col.,

2006; Hammes y coL, 2010).

Las autoridades legislativas europeas reconocen la existencia de microorganismos

en estas aguas pero en un número bajo. Así, tanto la Directiva Europea (CE, 1998),

como la normativa española (BOE, 2002) que regulan los usos de las aguas

minerales envasadas establecen que en los puntos de alumbramiento del

manantial, el contenido total de microorganismos aerobios viables de un agua

mineral natural deberá ajustarse a su microbiota normal y no será mayor de 20

ufclml a 22 oC y 5 ufclml a 37 oC. Efectivamente, el agua mineral tomada

directamente de los manantiales tiene pocas badenas, menos de 100 unidades

formadoras de colonias por mililitro, que se multiplican y persisten indefinidamente

en el agua (Fox, 1988; Leclerc y Moreau, 2002).

Las condiciones microbiológicas del agua mineral envasada son diferentes de un

lugar a otro, y de un pais a otro, lo que refleja no solo la calidad de las fuentes de
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agua y sus caracterfsticas fisicoquímicas y geológicas, sino también el control del

proceso que se lleva en las plantas envasadoras.

2.5.4. Proceso de envasado

Puesto que son muy pocos los tratamientos permitidos durante el proceso de

envasado del agua mineral, la tecnología que se requiere es relativamente

sencilla.

Tanto la normativa internacional como la normativa venezolana señalan la

prohibición de cualquier tratamiento que lleve consigo la alteración de las

propiedades organolépticas originales del agua mineral. Del mismo modo,

establecen que no se puede emplear ningún proceso que persiga la esterilización

o desinfección del agua envasada (CE, 1980; COVENIN, 1982; BOE, 1991;

COVENIN, 1993; CA-WHO-FAO, 1997; CE, 1998; BOE, 2002).

Algunas plantas de envasado están alimentadas de un manantial natural o pozo

artesanal, en el que el agua brota por su propia presión. En otros casos, es

preciso hacer uso de bombas para extraer el agua del subsuelo. En este último

caso, es esencial mantener un protocolo de limpieza y desinfección de los

equipos de bombeo para prevenir todo tipo de contaminación durante la captación

(Tampo, 2004).

Un aspecto que se debe vigilar y regular es el relacionado con la selección y

cuidado del acuífero utilizado como fuente de agua mineral. El acuífero ideal es

aquel que es profundo, con un tiempo de residencia adecuado y que presenta

pocas aberturas y fisuras. Este último aspecto es muy importante ya que a mayor

número de fisuras, mayor es la probabilidad de contaminación con agentes del

medio ambiente o desechos agrícolas e industriales. Es importante monitorear

frecuentemente el agua del acuífero para detectar posibles contaminantes, tanto

químicos como biológicos (Rodier, 1989; Tampo 2004; Senior y Dege, 2005).

La conducción del agua desde el punto de donde emerge hasta la planta de

envasado se ha de hacer a través de un material apto para el contacto con
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alimentos, como el acero inoxidable o materiales plásticos. En cualquier caso, la

conducción debe ser inspeccionable, cerrada, continúa y estar totalmente

protegida frente a la eventual contaminación. No son recomendables los

almacenamientos de grandes masas de agua en recintos previos a la planta, pues

esta práctica conlleva una proliferación de la microbiota presente (Vaman y

Suther1and, 1994; Tampo, 2004; Senior y Dege, 2005).

Para las aguas minerales se permite la oxigenación, decantación y/o filtración

para la separación de elementos inestables, tales como el hierro, azufre y otros,

siempre que dicho tratamiento no persiga modificar la composición de aquellos

constituyentes del agua que le confieren sus propiedades esenciales. se permite

también, en este tipo de aguas, la adición o eliminación de anhídrido carbónico,

así como la separación de compuestos de hierro, manganeso y arsénico por aire

enriquecido en ozono (CE, 1980; COVENIN, 1982; COVENIN, 1993; CE, 1998;

BOE,2002).

En todo caso, los pre tratamientos y tratamientos que se le pueden aplicar al

agua mineral antes del envasado deben realizarse en recipientes y equipos de

acero inoxidable, con una limpieza y desinfección adecuada (Vaman y

Suther1and, 1994).

Los procesos durante el envasado del agua mineral son: almacenamiento de

envases, transporte de envases, lIenado-taponado, etiquetado, codificación,

almacenaje de producto terminado, control de calidad y distribución. (Tampo,

2004; Senior y Dege, 2005; Dege, 2011).

Los envases utilizados actualmente para el embotellamiento del agua mineral son

el polietilentereftalato (PEn, el polivinilo cloruro (PVC), el vidrio y el polietileno de

alta densidad. En la actualidad la mayoría de las empresas envasadoras de agua

mineral utilizan envases de PET. El proceso de fabricación de la botella de PET

es sencillo, no obstante la máquina encargada de esta labores costosa y no

todas las compaflías la poseen (Dage, 2011).
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Ya sea de forma directa o indirecta, los envases de PET llegan a los grupos de

llenado, manualmente o mediante distintos tipos de cintas transportadoras de

botellas existentes en el mercado. La máquina lIenadora puede ser del tipo

rotatorio con válvulas de llenado mecánicas que se abren ante la acci6n directa

del envase. También hay lIenadoras de tipo lineal. Las lIenadoras de última

generaci6n poseen válvulas de llenado electro neumáticas que no entran en

contacto físico con el envase, vertiendo el producto ante la presencia del envase

en su lugar correspondiente, lo que es detectado por una fotocélula que da la

orden de llenado a una válvula en particular (senior y Dage, 2005).

La etapa siguiente del proceso de envasado es el cierre del envase, el cual se

lleva a cabo en unas máquinas que dispensan la tapa a medida que pasa el

envase (Tampo 2004).

Un punto importante a controlar es la limpieza y asepsia del ambiente de la sala

de envasado, que, por supuesto, debe estar aislada del resto de las dependencias

de la planta. Esto debe ser así porque hasta que el envase no se ha cerrado, este

estará expuesto a la contaminaci6n ambiental (Dege, 2011).

El siguiente proceso es el etiquetado, en cualquiera de sus dos modalidades:

etiqueta autoadhesiva o etiqueta adherida al envase por pega caliente o fría.

Después, el envase se dirige a una impresora láser o de inyecci6n de tinta, la cual

imprime el lote y la fecha de consumo preferente. Finalmente, Jos envases pasan

a la fase de almacenamiento o distribuci6n en cajas o paquetes (Tampo, 2004).

Finalizada la etapa de etiquetado, generalmente se introduce un control visual, de

manera de realizar un control de calidad a los procesos de envasado, retirando

los envases defectuosos detectados.

Los puntos principales a controlar en un sistema de control de calidad en una

industria de envasado de agua mineral son: adecuaci6n y protecci6n del sitio de la

captaci6n del agua mineral, contra la contaminaci6n, protecci6n del sistema de

conducci6n hasta la planta, prevenci6n de proliferaci6n microbiana en las
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instalaciones de envasado y control de calidad de producto final (Geldrich y coL,

1985; Jayasekara y coL, 1999; Venieri y col., 2006; Dege, 2011).

Se aconseja que la captación esté próxima a la planta de envasado para evitar

largas conducciones de agua. Por otra parte, y lo que es más importante, debe

existir un protocolo eficaz de limpieza y desinfección de las Hneas de conducción

de agua desde el punto de captación hasta las válvulas de llenado. Estos

protocolos deben ser diseftados de acuerdo con la instalación existente en la

planta, analizando los "pros y contras" de cada tipo de higienización. La limpieza

de las instalaciones debe realizarse con productos ácidos o cáusticos. La

desinfección puede ser química (con productos oxidantes) o bien física (con agua

caliente o vapor de agua). En cualquier caso, es de vital importancia que el disetio

de las instalaciones se realice de tal forma que reduzcan al máximo las

proliferaciones bacterianas y permitan una limpieza y desinfección adecuada

(Cowman y Kelsey, 1992; Hunter, 1993; Jayasekara y co!., 1999).

El disefto del pozo fuente, las características de la planta de envasado, la tubería

y las maquinarias son factores muy importantes en la tarea de disminuir los

puntos de contaminación microbiana (Dege, 2011). Cualquier posibilidad de

contaminación a partir de los trabajadores o del medio ambiente debe ser

reducida al mínimo nivel (Huntery Burge, 1987 y Bischosfberger, 1990).

El último punto a controlar es el producto terminado. El laboratorio de la propia

planta envasadora u otro laboratorio externo deberán realizar muestreos

representativos de cada uno de los lotes, para efectuarles análisis físico-químicos

y microbiológicos. Si Jos resultados son favorables, el producto estará listo para su

distribución.

2.6.5. Reglamentación

A través de la historia de la humanidad, la búsqueda de un agua clara, limpia y

fresca ha sido una prioridad para el hombre. Durante los últimos 200 afios, se

han llevado a cabo una serie de esfuerzos para servir a las comunidades
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suficiente agua potable. pero sólo durante los últimos 70 años, se han

desarrollado criterios de calidad tanto químicos como microbiológicos para el

agua de consumo (WHO, 2011).

Cuando se establecieron las relaciones entre enfermedad y consumo de agua, las

tecnologías para su desinfección se desarrollaron rápidamente. Paralelamente las

autoridades de salud de cada país elaboraron estándares de calidad para el agua

potable.

A nivel internacional fue la Organización Mundial de la Salud (WHO) quién

fomentó el interés por el estudio de la calidad de las aguas, dando

recomendaciones generales sobre las normas que cada país podría adoptar

según sus necesidades, clima y posibilidades (WHO, 1972; NAS, 1977; OPS.

1987; WHO, 2006). Así mismo la mayoría de los paises establecieron normas

para regular la calidad yel análisis de las aguas de fuentes y manantiales. Los

organismos intemacionales (FAO, WHO. NAS) están de acuerdo en exigir Jos

mismos requerimientos microbiológicos a las aguas minerales naturales que a las

aguas de bebida, y a través de su Comité de Aguas Minerales y Naturales, han

establecido límites microbiológicos y métodos de análisis para las aguas

minerales (WHO-FAO, 1985; CA-WHO-FAO, 1997; WHO, 2003).

Oe igual forma la Comunidad Económica Europea promulgo en el año 1980 unas

directrices sobre la calidad química y microbiológica del agua mineral natural (CE,

1980). Posteriormente. en 1998, se ha publicado una nueva normativa relativa a

la calidad de las aguas de consumo humano que incluyen todas las aguas de

bebida envasadas. Según las directrices generales, para que un agua lleve en la

etiqueta la palabra mineral. debe provenir de un manantial o fuente reconocida y

no ser tratada, a excepción de la necesaria oxigenación que se realiza luego del

filtrado y decantación. Desde el punto de vista de normas microbiológicas para las

aguas minerales naturales se señala que en el punto de emergencia el contenido

de microorganismos debe ser el de su población autóctona normal e indicará una

protección de la fuente de toda contaminación exterior. A título orientativo no

sobrepasará 20 por mi a 20° C y 5 por mi a 37° C. Además debe estar exenta de
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parásitos y microorganismos patógenos, Escherichia coli y otros coliformes,

estreptococos fecales y Pseudomonas aerugínosa en 250 mi de muestra y

anaerobios esporulados sulfito reductores en 50 mi de agua (CE, 1998).

En los Estados Unidos de Norteamérica la calidad del agua mineral envasada es

regulada por el Código de Regulaciones Federales de la Administración de

Alimentos y Drogas (FOA). La Legislación Ameñcana no distingue entre aguas

envasadas yaguas minerales envasada, las clasifica todas como aguas envasada

(FOA, 2000).

En Venezuela las aguas minerales envasadas se rigen de acuerdo a la Normativa

v establecida por el Comité Venezolano de Normas Industriales (COVENIN), en

donde se establecen las definiciones y los criterios fisicoquímicos y

microbiológicos que deben cumplir este tipo de producto (COVENIN, 1982;

COVENIN, 1993).

El régimen jurídico de las aguas minerales es aun problemático en muchos

países, a pesar de que su explotación y comercialización tiene una notable

importancia económica, dado a que algunas normativas la siguen considerando

como recurso minero.

2.5.6. Perspectivas

Antes de los años setenta el estudio de la vida en las aguas minerales

subterráneas era limitado. A partir de esa década se generó un creciente interés

por conocer la vida de estos ambientes y su relación con los procesos y ciclos

biológicos. Posteriormente se ha ido conociendo la biodiversidad en estos

ambientes y la importancia biológica de los mismos en los procesos de

autodepuración y de reciclaje de la materia orgánica, lo cual ha traído como

consecuencia que se reconozca el enorme potencial de estos microorganismos

para degradar compuestos contaminantes y de allí su gran aplicación en el campo

biotecnológico (Madsen y Ghiorse, 1993; Chapelle, 2001y Leclerc y Moreau,

2002; Velez, 2009).
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Las investigaciones realizadas hasta la presente fecha indican que las bacterias

heter6trotas son los microorganismos dominantes, mientras que los

microorganismos eucariotas pueden estar presentes en bajo numero. La cadena

trófica en los acuíferos es principalmente heter6trota, relacionada tanto con el flujo

de la materia orgánica disuelta y con la materia orgánica sedimentada (De la

Rosa y Mosso, 2000; Laclerc y Da Costa, 2004).

Los datos ecológicos, especialmente de diversidad y propiedades fisiológicas de

la microbiota de las aguas minerales, aunque muy escasos, son importantes para

entender y conocer los riesgos de supervivencia que tienen estos organismos en

estos ecosistemas. Por otra parte, y considerando los problemas de inestabilidad

en los ecosistemas y de extinción de especies que ha traído el cambio climático,

se hace necesario /levar a cabo extensos estudios que determinen y conserven la

biodiversidad microbiana presente (Laclerc y Da Costa, 2004)..

Por otra parte, desde un punto de vista microbiológico, es sumamente importante

conocer la composición de la microbiota bacteriana que caracteriza a un

manantial determinado, ya que dependiendo de ese conocimiento podremos

establecer parámetros que nos permitan decidir si un agua de manantial esta

contaminada, o si cumple con los estándares de calidad higiénica.

Hasta la fecha se han venido aplicando las técnicas convencionales de cultivo e

identificación microbiana, para estudiar la población de microorganismos que se

encuentran en los ecosistemas acuáticos salinos y no salinos, sin embargo, a

medida que se ha progresado en las técnicas de observación microscópica, se va

viendo un nuevo mundo de microorganismos que están presentes en estos

ecosistemas pero no pueden ser cultivados por las técnicas convencionales, las

llamadas "bacterias viables pero no cultivable" (Rappe y Giovannoni, 2003;

Giovannoni y Vergin, 2012).

En los últimos aflos, con el continuo desarrollo alcanzado en las técnicas de

biología molecular, se ha podido estudiar este mundo de las bacterias viables no

cultivables, y se han descifrado las secuencias genéticas de microorganismos
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nuevos para la ciencia, como es el caso de las nuevas bacterias descubiertas en

el Mar de los Sargazos, mediante la técnica de secuenciamiento "Shotgun",

creada por Craig Venter y su equipo (Venter y col., 2004; Vélez, 2009; Sahah y

col., 2010; Temperton y col., 2011; Wu y col., 2011; Smith y col., 2012).

El desarrollo de nuevas herramientas de análisis abre un nuevo mundo de

posibilidades para estudiar el verdadero universo de los microorganismos

presentes en el agua, en particular de las aguas minerales (Vélez, 2009;

Temperton Ycol., 2011).

Tomando en consideración lo antes señalado, y teniendo en cuenta que en

Venezuela ha venido aumentando en los últimos aftos el consumo de agua

mineral envasada, se planteo el presente trabajo de investigación cuyo objetivo

fue conocer las especies que conforman la microbiota bacteriana heterótrofa

aerobia mes6fila viable y los patrones de resistencia antimicrobiana de las

principales especies que conforman esta población de bacterias
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3. HIPOTESIS

El agua mineral envasada no es un producto estéril, presenta una microbiota

autóctona diversa que depende de las características biológicas, ecológicas,

geológicas y fisicoquímicas del agua del manantial o acuífero de donde procede.

De igual forma, puede contener una poblaci6n microbiana al6ctona que puede

llegar a la misma por problemas de contaminación, tanto de la fuente, como del

proceso de envasado. En este sentido, es posible conocer los principales grupos

bacterianos que conforman la microbiota bacteriana heter6trofa aerobia mes6fila

del agua mineral envasada que se expenden y comercializan en las principales

ciudades de Venezuela, así como los patrones de resistencia a los

antimicrobianos de las principales especies de esta población de bacterias.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Conocer los grupos bacterianos que conforman la microbiota bacteriana heterótrofa

aerobia mesófilas viable de las principales marca de aguas minerales envasadas

expendidas y comercializadas en diversas ciudades de Venezuela, así como los

patrones de resistencia a los antibióticos de las principales especies de bacterias

que forman parte de esta microbiota.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

• Cuantificación y aislamiento de bacterias heterótrofas mesófilas viables,

presentes en el agua mineral envasada.

• Recuento y aislamiento de coliformes totales y fecales, presentes en el agua

mineral envasada.

• Detección y aislamiento de cepas de Staphylococcus y Pseudomonas,

presentes en el agua mineral envasada.

• Identificación morfológica y bioquímica de las distintas cepas bacterianas

aisladas.

• Determinación de los patrones de resistencia antimicrobiana de las principales

cepas bacterianas identificadas
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5. MATERIALES Y MÉTODOS

5.1. MATERIALES

5.1.1. Muestras

Se analizaron 38 marcas comerciales de agua mineral envasada que se

comercializan en las principales ciudades de Venezuela. La selección de

los sitios de muestreos se realizó al azar entre los comercios donde se

expenden este tipo de productos, mediante el empleo de una tabla de

números aleatorios. Las muestras consistieron de cinco (5) unidades del

producto, por cada marca estudiada, conservada en envases de plástico,

de 1500 ce de capacidad, y almacenadas a temperatura ambiente hasta su

procesamiento en el laboratorio. De esta manera se estudiaron un total de

190 unidades de aguas minerales envasadas.

5.1.2. Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados se prepararon a partir de las formas

deshidratadas suministradas por las casas comerciales o mezclando los

constituyentes del medio, de acuerdo a la formula correspondiente. Se

reconstituyeron con agua destilada y posteriormente se esterilizaron en

autoclave a 121 0 ey5 atmósfera de presión durante 20 minutos.

5.1.3. Reactivos

Todos los reactivos que se utilizaron en el presente trabajo fueron de

grado analítico.
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5. 2. MÉTODOS

5.2.1. Determinación del pH y la temperatura

De cada una de las muestras se tomaron 10 mi y se colocaron' en un tubo de

vidrio estéril y se les determinó el pH del agua mediante un pHmetro electrónico.

De igual forma, se medió la temperatura del agua utilizando un termómetro de

una sensibilidad de una décima de grado.

5.2.2. Cuantificación, recuento, aislamiento e identificación de

Microorganismos

• Cuantificación y aislamiento de bacterias heterótrofas aeroblas

mesófilas viables

El recuento de bacterias hetefÓtrotas aerobias mesófilas viables se realizó por la

técnica de filtración en membrana (APHA, 2005; Ojo y coL, 2007). Se utilizaron

membranas de acetato de celulosa de 47 mm de diámetro y con un tamaño de

poro de 0,45 lJm. Se empleó como medio de cultivo, el medio agar R2A. El

volumen de muestra de agua filtrada fue de 100 mi. Finalizado el proceso de

filtración, se retiraron los filtros asépticamente de las unidades de filtración y se

colocaron sobre la superficie de cajas de Petri contentivas del agar R2A.

Seguidamente se incubaron las cajas de Petri con los filtros durante 5 a 10 días a

30°C. Todos los análisis se realizaron por duplicado. Los resultados se

expresaron como medias aritméticas de las unidades formadoras de colonias por

cien mililitro de agua (UFC/100mL). Las colonias más representativas y con

morfología y fenotipos diferente se aislaron en agar soya tripticasa (TSA) para su

posterior identificación.

• Recuento y aislamiento de coliformes totales y fecales

Se realizó por la técnica de filtración a través de membrana (ISO, 2000). Se

filtraron 100 mi de las muestras de agua a través de un filtro de acetato de
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celulosa de 47 mm de diámetro y una porosidad de 0,45 IJm, el cual se colocó

sobre agar Agar Chapman lactosa-trifenil tetrazolio (TTC) , contenido en una placa

Petri. Se incubó a 37° C para coIiformes totales y 44,5° e para coliformes fecales

durante 24-48 horas. Finalizado el tiempo de incubación se contaron las colonias

con brillo metálico en el caso de Escherichia coli, y opacas y violetas, en el caso

de las otras coliformes como Enterobacter y Klebsiella, y se expresó el resultado

en unidades formadoras de colonias por 100 mi de agua (UFC/100ml). Los

análisis se ralizaron por duplicado. Las colonias con morfología diferente se

sembraran en agar soya tripticasa (TSA) para su posterior identificación.

• Detección y aislamiento de especies dé Staphylococcus.

Para la investigación de Staphylococcus se utilizó la técnica de filtración

(UNEPIWHO, 1995; APHA, 2005), Se filtraron 100 mi de agua correspondientes a

cada una de las muestras, a través de un filtro de acetato de celulosa de 47 mm

de diámetro y 0,45 IJm de tamaño del poro. El filtro se colocó en la superficie del

medio de agar Baird-Parker, el cual se incubó a 37° C durante 24-48 horas. Las

colonias crecidas se aislaron en agar TSA para su posterior identificación.

• Detección y aislamiento de especies dé Pseudomonas..

Para estudiar la presencia de cepas de Pseudomonas se utilizó la técnica de

filtración (COVENIN, 1986; APHA, 2005; 150,2006). Se filtró un volumen de 100

mi de muestra de agua, utilizando filtros de acetato de celulosa de 47 mm de

diámetro y 0,45 IJm del tamaño del poro, los cuales se colocaron en agar

cetrimida y se incubaron a 37° C durante 24 horas (ISO, 2006). Las colonias

crecidas se aislaron en agar TSA para su posterior identificación.

5.2.3. Identificación de bacterias heterótrofas

Las cepas bacterianas aisladas y purificadas se identificaron por medio de

características morfológicas, fisiológicas y bioquímicas, siguiendo los esquemas

de identificación señalados por MacFaddin (2003), Barrow y Feltham, (2004) y
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Velazco y col. (2008), para bacterias Gram negativas y Gram positivas. Las

pruebas fisiológicas y bioquímicas se realizaron según los procedimientos

indicados por Barrow y Feltham (2003) y utilizando en algunos casos las galerías

APHI de la Empresa Biomerux. Las pruebas realizadas fueron las siguientes:

• Tinción de Gram

A partir de un cultivo de 24 horas a 30° C en agar TSA, se realizó la tinción de

Gram por la técnica estándar (Barrow y Feltham, 2004; Velazco y col., 2008).

• Moñologia de la colonia y producción de pigmento

Se sembró el microorganismo por estría en la superficie del agar TSA. Se incubó

a 30 oC durante 24 horas, finalizado la incubación se observaron los siguientes

caracteres: tamatio, pigmentación, borde, brillo y elevación (Barrow y Feltham,

2004).

• Producción de oxidasa

Se tomó una muestra del cultivo de 24 horas en agar TSA con un palillo estéril y

se extendió en una tira de papel impregnada en solución acuosa al 1% de di

clorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina. Si el microorganismo producía una

coloración púrpura, azul oscuro o negro en 30 segundos, se consideró la prueba

positiva, caso contrario se consideró negativa (Barrow y Feltham, 2004; Velazco y

col., 2008).

• Producción de la catalasa

Se emulsionó cada colonia bacteriana asilada en un portaobjeto con agua

oxigenada de 10 volúmenes. El desprendimiento de oxigeno en forma de burbujas

se consideró como una prueba positiva (Barrow y Fehham, 2004; Velazco y coL,

2008).
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• Oxidaclón·fermentación de la glucosa

Se sembraron dos tubos de medio Hugh y Leifson por punción, a partir de un

cultivo de cada colonia bacteriana aislada, de 24 horas en agar TSA. Uno de los

tubos luego de sembrado se recubrió con parafina estéril. Se incubaron a 37° e
durante 72 horas.

La producción de ácido a partir de la glucosa por vía fennentativa se observó en

el tubo recubierto con parafina, por un cambio de color en el indicador y la

producción de ácido a partir de la glucosa por vía oxidativa se observó en el tubo

sin recubrir, igualmente por un cambio de color en el indicador. Las cepas que no

modificaron el color se consideraron microorganismos inertes (Barrow y Feltham,

2004; Velazco y coL, 2008).

• Tipo respiratorio

Se realizó en el. medio de tioglicolato semifluido al que previamente se le eliminó

el oxigeno disuelto por ebullición. Se incubó a 37° e durante 48 horas. Se observó

el crecimiento en el tubo para detenninar el tipo respiratorio (Barrow y Feltham,

2004; Velazco y coL, 2008).

• Observación de la movilidad

Se sembró un tubo de agar movilidad, por picadura, e incubando a 37° e, durante

48 horas. Se observó si el crecimiento sobrepasa la línea sembrada (Barrow y

Feltham, 2004; Velazco y coL, 2008).

6.2.3.1 Identificación de bacilos Gram negativos fermentadores

Para la identificación de las colonias de bacilos Gram negativos fennentadores se

siguieron los esquemas de identificación propuestos por MacFaddin (2003),

Barrow y Feltham, (2004) y Velazco y col. (2008). Además de las pruebas

generales de identificación, se realizaron las pruebas bioquímicas tales como,
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siembra en medio de Kliger, producción de indol, producción de aceti-metil

carbinol, rojo de metilo, utilización de citrato, desanimación de la fenilalanina,

reducción de nitratos, producción de gas de la lactosa, hidrólisis de la esculina,

crecimiento en agar MacConkey y las pruebas contenidas en el sistema

miniaturizado de pruebas bioquímicas API 20E (BioMérieux, 1990).

• Siembra en medio Kligler

Se sembró por picadura y estría, las respectivas colonias aisladas, en tubos con

medio Kligler. Se incubó a 370 C durante 24 horas. Finalizado el tiempo de

incubación se observó la fermentación de glucosa y lactosa, por cambios en la

coloración del medio de cultivo en el fondo y superficie del tubo, respectivamente.

De igual forma, la producción de ácido sulfhídrico se evidenció por la aparición de

un color negro en el tubo (Barrow y Feltham, 2004; Velazco y co!., 2008).

• Producción de Indol

Las colonias se sembraron en tubos con agua de peptona, incubándose a 37 o C

durante 24 horas. Finalizado la incubación se añadieron de 4 a 5 gotas del

reactivo de Kovacs. La aparición de un anillo de color rojo demostró la positividad

de la prueba (Barrow y Feltham, 2004; Velazco y col., 2008).

• Producción de acetil·metil carbinol (Voges-Proskauer)

Cada unas de las colonias asiladas se sembraron en el medio de Clark y Lubs,

incubándose a 370 C durante 48 horas. Finalizada la incubación se añadieron 2

gotas de solución de alfa naftol al 5% en etanol y KOH al 40% y se agitó durante

10 minutos. La reacción se consideró positiva al aparecer una coloración rosa

(Barrow y Feltham, 2004; Velazco y co!., 2008).

• Prueba del rojo de metilo

Se realizó en el mismo medio y condiciones que la prueba de Voges-Proskauer.
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Al añadir unas gotas del reactivo rojo de metilo, el viraje a rojo intenso indicó una

reacción positiva (Barrow y Feltham, 2004; Velazco y coL, 2008).

• Utilización del citrato

Cada una de las colonias bacterianas aisladas se sembró en el medio de agar

citrato de Simons, incubándose a 37° C durante 24 horas. Finalizado la

incubación se observó si existe o no crecimiento en el medio (Barrow y Feltham,

2004; Velazco y col., 2008).

• Producción de ureasa

Se sembraron las colonias aisladas por estría en tubo de agar urea de

Christensen. Se incubaron a 37° C durante 24 horas. La presencia de ureasa se

evidenció por la presencia de un color rojo cereza. Se consideró negativa al

ocurrir un cambio de color a amarillo, debido a la producción de sustancias ácidas

a partir de la glucosa (Barrow y Feltham, 2004; Velazco y coL, 2008).

• Desanimaci6n de la fenilalanina

Cada una de las colonias aisladas se sembró en tubos de agar fenilalanina. Se

incubaron a 37° C durante 24 horas. Finalizada la incubación se añadieron 5 a 6

gotas de una soluci6n de cloruro férrico. La producción de ácido fenilpirúvico se

evidenció por la aparición de un color verde en el plano inclinado (Barrow y

Feltham, 2004; Velazco y coJ., 2008).

• Reducción de nitratos

Se realizó sembrando las colonias en caldo nitratado. Se incubó a 37° C durante

24 horas. La investigación de los nitritos se realizó mediante la reacción de

Griess, para lo cual se añadieron 2 gotas de ácido sulfanilico y 2 gotas de alfa­

naftil amina (Barrow y Feltham, 2004). Se consider6 positiva la reacción al

aparecer una coloración roja. Cuando no apareci6 la coloración, se considero
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negativo y se comprobó la presencia de nitratos en el medio afladiendo una

pequefla cantidad de zinc. Al existir nitratos en el medio, aparece una coloración

roja (Barrow y Feltham, 2004).

• Producción de gas de la lactosa

A partir de las colonias aisladas se realizó una siembra en un tubo con caldo

lactosado y la presencia de un tubo de Ourham. Se incubó a 37° Centre 24 y 48

horas. Se consideré positivo los tubos con gas en el interior de la campana de

Ourham (Barrow y Feltham, 2004; Velazco y col., 2008).

• Hidrólisis de la esculina

A partir de las colonias aisladas se realizaron siembras por estrías en la superficie

del agar esculina. Se incubó a 37° C durante 24 a 48 horas. Se consideró positiva

la prueba cuando, por desdoblamiento de la esculina en glucosa y esculetina,

aparece una coloración parda oscura, debido a la reacción del hierro con la

esculetina (Barrow y Feltham, 2004; Velazco y coL, 2008).

• Crecimiento en agar MacConkey

Se realizaron siembras por agotamiento de cada una de las colonias aisladas en

la superficie del agar MacConkey. Se incubaron a 37° C durante 48 horas.

Finalizada la incubación se observó el crecimiento de cada colonia (Barrow y

Feltham, 2004; Velazco y coL, 2008).

• Galerías API 20E

Se prepararon las galerías siguiendo las instrucciones del fabricante. Se tomó una

colonia aislada de la placa de cultivo y se realizó una suspensión en un tubo con 5

mi de una solución salina estéril, homogeneizando cuidadosamente las bacterias.

Posteriormente se inoculo la serie de 20 microtubos de las galerías con la

suspensión bacteriana, Las galerías se incubaron durante 24 horas a 37° C.
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Finalizado el tiempo de incubación, se le afladió el correspondientes reactivos a

los microtubos que lo necesitaban y se procedió a leer visualmente las distintas

pruebas, siguiendo el manual de procedimiento de las galerías API. Por último, y

de acuerdo a los resultados obtenidos, se procedió a obtener los perfiles

taxonómicos de las cepas bacterianas en la base de datos APILAB-Plus versión

3.3.3 (BioMérieux, 1990).

5.2.3.2. Identificación de bacilos Gram negativos no fermentadores

Para la identificación de las colonias Gram negativas no fermentadoras se siguió

el esquema de identificación propuestos por MacFaddin (2003), Barrow y

Feltham, (2004) y Velazco y col. (2008). Además de las pruebas generales de

identificación, se realizaron las siguientes pruebas bioquímicas: hidrólisis de la

esculina, crecimiento a 420 e, producción de pigmentos y las pruebas contenidas

en el sistema miniaturizado de pruebas bioquímicas API 20NE (BioMérieux,

1990).

• Producción de pigmentos

Se inoculó el microorganismo sobre la superficie de los medios agar King A y B.

Se incubaron a 370 e durante 24 horas. La presencia de pigmento verde

fluorescente (f1uoresceína) se observó en el agar King B y el pigmento azul

(piocianina) en el agar King A (Barrow y Feltham, 2004).

• Crecimiento a 4r C

Se inoculó el microorganismo en caldo nutritivo. Se incubó a 420 e durante 48

horas. Se observó la presencia o ausencia de crecimiento (Barrow y Feltham,

2004; Velazco y coL, 2008).

• Hidrólisis de la escufina

Se realizó según se describió en el apartado de identificación de bacilos Gram
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negativos fermentadores (Barrow y Feltham, 2004; Velazco y coL, 2008).

• Producción de ureasa

Se realizó según se describió en el apartado de identificación de bacilos Gram

negativos fermentadores (Barrow y Feltham, 2004; Velazco y coL, 2008).

• Desnitrificación de nitratos

Se realizó de igual forma que los nitratos empleando el mismo medio pero

introduciendo en los tubos una campana de Durham para observar la formación

de gas, nitrógeno o amoníaco. Se incubó a 300 C de 2 a 7 días (Barrow y Feltham,

2004).

• Galerías API 20NE

Se prepararon las galerias siguiendo las instrucciones del fabricante y se procedió

de igual forma que lo selialado para el caso de las galerías API 20E (BioMérieux,

1990).

5.2.3.3 Identificación de bacilos Gram positivos.

La identificación de los bacilos Gram positivos se realizó de acuerdo a los

esquemas de identificación propuestos por MacFaddin (2003), Barrow y Feltham,

(2004) y Velazco y col. (2008). se realizaron las pruebas generales de bacterias y

además las siguientes pruebas: observación de la morfología y posición de la

espora, hidr6lisis del almidón, gelatina y las contenidas en las galerías API 50 CH

(BioMérieux, 1990). Para los bacilos irregulares además se utilizó el sistema

miniaturizado de pruebas bioquímicas API Coryne (BioMérieux, 1990).

• Observación de la morfologla y posición de la espora

Se realizó la tinción de esporas por el método de Wirtz modificado. Se observó la
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forma y posición de la espora (Barrow y Feltham, 2004).

• Hidrólisis del almidón

Se inoculó una suspensión de la colonia bacteriana en el medio agar almidón. Se

incubó a 300 C durante 8 días. Cuando el desarrollo de la colonia fue suficiente,

se anadieron 3 gotas de solución de yodo yodurado. Se consideró positiva la

hidrólisis del almidón cuando alrededor de la colonia apareció una zona clara

(Barrow y Feltham, 2004).

• Hidrólisis de la gelatina

Se realizó inoculando el microorganismo en el centro de una placa con medio

agar gelatina. Se incubó a 300 C durante 8 días. Cuando la colonia estuvo lo

suficientemente desarrollada se recubrió la superficie del medio con unas gotas

de cloruro mercúrico (Barrow y Feltham, 2004). Se consideró la prueba positiva al

producirse un halo claro alrededor de la colonia.

• Galenas API Coryne

Se prepararon las galerías siguiendo las instrucciones del fabricante y se procedió

de igual forma que lo senalado para el caso de las galerías API 20E (BioMérieux,

1990).

5.2.3.4. Identificación de cocos Gram positivos.

Para la identificación de los cocos Gram positivos, además de las pruebas

generales de la catalasa, oxidasa y Oxidación/Fermentación, se realizaron las

pruebas de crecimiento en agar bilis-esculina, hidrólisis del hipurato, crecimiento

en presencia de NaCI al 6,5 %, crecimiento en agar sangre, la prueba del PYR,

prueba de la coagulasa y crecimiento en el agar manitol salado (Barrow y

Feltham, 2004).
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Para el caso de las cepas de Staphylococcus se complemento con las pruebas

bioquímicas de la galería API-Staph (Biomeraux).

• Crecimiento en agar sangre

Las hemolisinas son enzimas que Iisan los hematíes. Las bacterias que producen

estas enzimas presentan un halo transparente alrededor de las colonias a

consecuencia de la lisis de los hematíes. Para esta prueba se utilizó agar sangre.

Cada una de las colonias a identificar se sembró por agotamiento en estría en

placas de agar sangre incubándose a 37 oC, durante 24 a 48 horas. Al observar

un halo de color verde alrededor de la zona de siembra se consideró como

hemólisis alfa y cuando se evidenció un halo trasparente alrededor de la colonia,

como hemólisis beta (Velazco y col., 2008)

• Hidrólisis del hipurato

El hipurato es un compuesto orgánico aromático que puede ser hidrolizado

enzimáticamente originando benzoato y glicina. Para realizar esta prueba se

sembró una suspensión de cada una de las colonias aisladas en una solución de

hipurato y se incubó por 2 horas a 37 oC. Finalizada la incubación se le añadió

dos gotas del reactivo de nihidrina. Se consideró como reacción positiva cuando

apareció un color púrpura producto de la reacción de la glicina producida

enzimaticamente con la nihidrina. La reacción fue negativa cuando no se

evidenció cambio de color (Barrow y Feltham, 2004).

• Prueba de bilis-esculina

Esta prueba se realizó de manera similar a lo indicado en el punto de la

identificación de bacterias Gram negativas, bacilos no fermentadores.

• Prueba de la coagulasa

La coagulasa es una enzima que posee actividad similar a la de la protrombina y
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es capaz de convertir el fibrinógeno en fibrina lo cual resulta de la formación de un

coágulo visible a siempre vista, la enzima presente en los microorganismos puede

encontrarse de dos maneras diferentes, la forma libre y la ligada, teniendo cada

una de ellas propiedades diferentes por lo que su detección requiere de distintos

procedimiento, la coagulasa ligada se detecta por el método del portaobjeto esta

enzima está unida a la pared celular bacteriana y no está presente en los filtrados

de cultivo, cuando las células bacterianas son resuspendidas en una porción de

plasma, las fibrillas de fibrina que se forman entre las células provoca la

aglutinación de las mismas lo que resulta en la aparición de agregados visibles a

simple vista, la coagulasa libre está presente en los filtrados de cultivos y se

detecta por el método del tubo de ensayo. Para esta prueba se tornó un tubo de

hemólisis contentivo de 2 mI de plasma citratado al cual se le añadió una

suspensión del cultivo bacteriano a identificar (Ramírez y col, 2008). Se incubó

por dos horas a 37 oC, después de la incubación se observó la formación de un

coágulo.

5.2.4. Criterios de clasificación

Las cepas bacterianas aisladas se clasificaron siguiendo los criterios taxonómicos

del Manual de Bergey (Krieg y Holt, 1984; Sneath y co!., 1986; Staley y col., 1989;

Williams y col., 1989; Holt Y col., 1994) Y la nomenclatura del Comité Internacional

de Sistemática Bacteriana (ICSB) publicadas en el Internacional Joumal of

Systematic Bacteriology.

5.2.5. Identificación molecular de cepas bacterianas

Algunas de las cepas bacterianas que no pudieron ser identificadas por las

técnicas convencionales de identificación microbiana, o cuyo perfil numérico API,

fue menor del 50 %, se les identifico mediante el método de biología molecular

que utiliza la comparación de la secuencia nucleotidica de los genes del ARNr

16S.
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Las cepas en estudio se sembraron en primer lugar en el medio MLD,

incubándose a 37 oC durante 12 horas. Finalizado el tiempo de incubación se

tomo un volumen de 1,5 mI de cultivo y se centrifugo a 10000 9 durante 2

minutos. Seguidamente el pellet celular se resuspendió en 400 tJl de buffer TE

(pH 7,5) Y se le agregaron 50 tJl de SOS (10%) Y 25 tJI de Proteinasa K (10

mg/mQ. Se incubo durante una hora a 30 oC y se paso la suspensión a través de

una Jeringa de insulina de cinco a seis veces. El material se extrajo dos veces

con 500 tJI de fenol: cloroformo: alcohol isoamUico (25:24:1) y se centrifugo a

11000 9 durante 5 minutos. Seguidamente, se realizo una extracción con 500 tJl

de cloroformo y se centrifugo a 11000 9 durante 5 minutos. La precipitación del

ADNg se realizo con 1/10 de volumen de acetato de sodio y 1 volumen de

isopropanol al 99%. La suspensión se mantuvo a -20 oC durante 12 horas, y

posteriormente se centrifugo durante 15 minutos a 14000 g. El pellet obtenido se

lavo con 500 tJl de etanol al 70% y se centrifugo a 10000 9 durante 5 minutos.

Después de secar al aire se resuspendió el material obtenido en 100 tJl agua

desionizada estéril y se le agrego un volumen de 5 ¡JI de RNasa (Smglml en TE).

Se incubo durante 30 minutos a 37 oC (Gerhardt, 1994 Sambrook y Russel, 2001).

La purificación se confirmo mediante visualización del ADNg en geles de agarosa

al 0,7 %, coloreados con bromuro de etidío (Gerhardt, 1994).

La identificación molecular consistió en la amplificación del gen AONr 16S por

medio de PCR, utilizando los primers bacterianos universales 27F

(5'AGAGTTTGATC CTGGCTCAG3') y 1492R (5'GGTTACCTTGTTACGACTT3')

(Lane, 1991; Tumerycol., 1999; Dekioycol.,200S).

Las reacciones de amplificación fueron preparadas para un volumen total de 10

tJl, conteniendo: 5 tJl de GoTaq® Green Master mix (Promega), 2 tJl (O, 1tJg/tJl) de

cada primer y 4,6 tJl de agua destilada estéril, siguiendo las recomendaciones del

fabricante (Promega).

Las amplificaciones por PCR se realizaron en un Termociclador Applied

Biosystems 2720 con el programa siguiente: desnaturalización a 95 oC por 10
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minutos, seguida por 30 ciclos de 94 oC por 45 segundos, 51 oC por 45 segundos

y 72 oC por 1.5 minutos por ciclo, y un paso de extensión final por 10 minutos a 72

oC (Dekio y coL, 2005, Batisson y coL, 2009).

Posteriormente, se llevó a cabo la purificación del ADN amplificado, según el

protocolo descrito por Sambrook y Russell (2001), realizándole las siguientes

modificaciones: Al producto de PCR restante, luego de emplear 3 J,l1 para su

visualización en el gel de agarosa, se le agregó agua destilada estéril hasta

completar un volumen de 100 ,.JI. A continuación, se le adicion6 un volumen de

acetato de amonio 10M y 2.5 volúmenes de etanol absoluto (100% v/v). Esta

mezcla se dej6 precipitar por 10 minutos, y se descartó el sobrenadante. El

precipitado de ADN se lIev6 a 1 mI de etanol al 70% v/v dos veces, centrifugando

por 10 minutos y 5 minutos a 13.4 rcf, respectivamente. Luego se procedi6 a

secar el sedimento (pelJet) a temperatura ambiente, y se resuspendió en 11 J,l1 de

agua destilada estéril.

Para la verificaci6n de la presencia y la calidad del ADN luego de la purificación,

se procedi6 a visualizar el producto precipitado ya resuspendido en un gel

horizontal de agarosa al 0.8%, con 50 ng/ml de bromuro de etidio, cargando 1 J,l1

del producto purificado luego de combinarto con 1J,l1 de buffer de carga ex
(Promega, Cat. G190A) y 4 JJI de agua destilada estéril.

Los productos purificados se enviaron a secuenciar usando el primer forward

(27F), en Macrogen Inc. (Korea). Posteriormente, con las secuencias obtenidas se

generaron contigs en el programa BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall 1999).

Luego se realiz6 un análisis de similitud entre las secuencias donde se

compararon dichos contigs, usando la herramienta Basic Local Afignment Search

Tool (BLAST) (Zhang y coL, 2000), con las secuencias publicadas en las bases de

datos del GenBank lhttp://blast.ncbi.nlm.gov/Blast.cgi) (Johnson y coL, 2008).

La identidad bacteriana fue asignada tomando en cuenta los resultados obtenidos

de la comparación de las secuencias con la base de datos, usando como

parámetro de identidad "max ident" 85% (Stackebrandt y Ebers 2006) y una
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cobertura en el alineamiento de secuencias ("query coverage") 98% en el BLAST

(Nucleotide Blast) con Nucleotide collection dentro del GenBank (NCBI).

5.2.6. Determinación de perfiles de resistencia antimicrobiana

Para determinar el perfil de resistencia antimicrobiana de las cepas bacterianas

aisladas e identificadas, se utilizó el método de difusión en agar de Kirby-Bauer

(ClaveJl y coL, 1992).

Placas con agar MiuJIer Hinton (MH) fueron inoculadas mediante un hisopo estéril

utilizando suspensiones con una turbidez 0,5 McFartand de las cepas aisladas.

Para la inoculación se sumergió un hisopo estéril en el cultivo y se eliminó el

exceso rotándolo firmemente contra la pared interna del tubo. El hisopo se frotó el

sobre la superficie del medio de cultivo, esta operación se repitió por tres veces

sucesivas, rotando la placa para obtener una dispersión uniforme del inoculo en

toda la superficie, se dejó secar el inoculo por 5 minutos y se colocaron los discos

de antibióticos sobre el agar mediante pinzas estériles. Las placas se incubaron a

37 oC durante 24 horas.

Una vez finalizada la incubación se midió el diámetro de inhibición de crecimiento

y se llevó a cabo la lectura e interpretación de los resultados. Se utilizaron como

cepas de control, cepas de referencia de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,

Escherichia colí ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923. La prueba

se interpretó de acuerdo a las recomendaciones del CLSI (2005).

5.2.7. Tratamiento estadfstico de los resultados

Los resultados obtenidos en las pruebas cuantitativas se agruparon en tablas y

graficas. Los datos se ordenaron en tablas de rango, valor mínimo, valor máximo,

promedio y desviación estándar. Se realizaron las determinaciones de media y

desviación estándar utilizando el programa Exce12010.
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6. RESULTADOS

En primer lugar y tomando en consideraci6n la importancia del pH en el

crecimiento de los microorganismos, se determinaron sus valores en cada una de

las muestras de agua mineral envasada, una vez en el laboratorio y antes de

realizar las pruebas microbiológicas.

No hubo diferencias significativas en el valor de los pH valorados en cada una de

las muestras analizadas, estando todos los valores dentro del rango de pH neutro

(7.2 a 7.5) Y en concordancia con lo expresado en cada una de las etiquetas de

los envases.

En relaci6n a la temperatura, es importante señalar que las muestras no fueron

refrigeradas y se mantuvieron a temperatura ambiente hasta su análisis en el

laboratorio. Sin embargo, antes de su análisis se le determin6 a cada una de ellas

el valor de la temperatura, fluctuando las mismas entre 18 y 20 o C.

En el presente trabajo se determinó y cuantificó la presencia de grupos

microbianos considerados como indicadores de calidad sanitaria.

Los resultados obtenidos en la cuantificaci6n del número de bacterias heter6trofas

aerobias mesófilas, coliformes totales, coliformes fecales y Pseudomonas

aeruginosa se resumen en las tablas 1, 2, 3 Y4, respectivamente.

Al observar los datos expuestos en la tabla 1 y figuras 1a y 1b se puede señalar

respecto a las bacterias heter6trofas aerobias mes6filas, que las mismas se

lograron detectar en 20 de las 38 marcas de agua estudiadas, es decir en el 52,63

% del total de marcas estudiadas. En lo que respecta a las unidades de muestra

analizadas, se pudo confirmar y cuantificar su presencia en 100 (52,63 %) de las

190 muestras de agua mineral envasadas valoradas.
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TABLA NO 1: VALORES DESCRIPTIVOS GlOBAlES DEL NÚMERO DE BACTERIAS HETEROTROFAS AERÓSIAS MESÓFllAS.
POR MARCA DE AGUA ENVASADA ANAI.IZAOA

MARcA OE VALOR MAXIMO VALOR PROMEDIO VALORMINIMO OESVlACION LOGARITMOESTANDARAGUA (UFC/I00mL) (UFC/I00mL) (UFC/IOOml) (UFC/100ml) (UFC/lOOml)

A > 2000 1012 S 2S 139654 30054
8 37 27 17 14,14 14314
e > 2000 1009 S 19 140078 30041
D 19 165 14 354 1,2174
E > 2000 10115 23 139795 300S0
F > 2000 1007,S 15 1403,61 3,0032
G 29 22 S 16 919 13522
H o o o o o
1 o o o o o
J o o o o o
K 32 23 S 15 1202 13711
L 33 25 17 11 31 1,3979
M 29 235 18 778 13711
N o o o o o
o o o o o o
p o o o o o
o o o o o o
R > 2000 1016,S 33 1390,88 3,0071
S 34 245 15 1344 1,3892
T > 2000 lOaS 5 11 140644 30024
U o o o o o
V 34 26,5 19 10,61 1,4232
W o o o o o
x O O o o o
y o o O o o
z o o o o o

Al > 2000 10125 25 139654 30054
81 O o O o o
el o o o o o
D1 > 2000 10145 29 1393,71 3,0063
El o o o o o
Fl o o o o O
G1 O O O O o
H1 26 18,5 11 10,61 1,2672
11 O O o O O
J1 31 25 19 8,49 1,3979
K1 32 25 18 990 13979
11 36 29 22 9,90 1,4624

UFC/10GmL UOIdadeS Formadoras de Colonias en 100 ml de agua

En 90 (47,37%) muestras del agua mineral envasada no se logró detectar la

presencia de bacterias heter6trofas aerobias mes6filas, así como en 18 marcas

del total analizado (Tabla 1).
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FIGURA NO lb: VALORES PROMEDIOS DEL NÚMERO DE SACTERIASAEROBIASMESÓFILAS, POR MARCA De AGUA
ENVASADA ANALIZADA (ESCALA LOGARITMICA)

Los valores obtenidos para las bacterias heterotrofas aerobias mesófilas, en las

muestras donde se pudo determinar, fluctuaron entre 11 UFC/100 mI a >2000

UFC/100 mi, con valores entre 11 y 1016,5 UFC/100 mi (Tabla 1 y figuras 1a y

1b).
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En relación al grupo de los coliformes totales, otro de los indicadores bacterianos

investigados, los resultados resumidos en la tabla 2 señalan que los mismos

estuvieron presentes en 99 (52,11%) de las 190 muestras de agua mineral

envasadas analizadas, correspondientes a 20 de las 38 marcas de agua

estudiadas.

TABLA N° 2: VALORES DESCRIPTIVOS GLOBALES DEL NÚMERO DE COLlFORMES
TOTALES POR MARCA DE AGUA ENVASADA ANALIZADA.

MARCA DE VALORMAXIMO VALOR PROMED1O VALOR MININO DESVIACION LOGARITMO
AGUA (UFC/IOOmL) (UFC/IOOmL) (UFC/IOOmL) ESTANDAR (UFC/lOOmL)

A 19 12 S 6 919 10969
B 21 13 S 6 10.61 11303
e 15 13 S 12 2,12 11303
D 6 45 3 212 06532
E 16 10 S S 778 10212
F 17 115 6 778 10607
G 16 11 6 707 10414
M o o o O o
1 o O o o o
:J o O o o o
K 18 115 S 919 10607
L 19 12 5 99 10792
M 18 14,5 11 495 11614
N o o o o o
o o o o O o
p o o o o o
o O o o o O
R 24 16,5 9 10,61 1,2175
S 30 21 12 1273 13222
T 22 16 10 8,49 12041
U o o o o O
V 18 13 8 707 1,1139
W o o o o o
x o o o o o
v O o o O o
z o o O o o

Al > 2000 ~ 100S 5 17 140219 3,0037
81 o o o O O
el o o o o O
Dl > 2000

"
10085 17 1402.19 3.0037

El o o O O O
Fl o o o o o
Gl o o O o o
Ml 22 14 6 11 31 11461
11 o o o O O
:Ji 26 155 5 14 SS 11903
Kl 21 16 11 707 1,2041
L1 20 16 12 5,66 12041

UFC/IOOml: Unidades Formadorasde Colonias en 100 ml de agua
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En 91 (47,89%) muestras del agua mineral envasada no se logro detectar la

presencia de bacterias del grupo de coliformes totales (Tabla 2).

Los valores para las bacterias coliformes totales, en donde se logró detectar su

presencia, fluctuaron entre 3 UFC/100 mi a >2000 UFC/100 mi, con valores

promedios entre 4,5 y 1008,S UFC/100 mi (Tabla 2 y figuras 2a y 2b).
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TABLA N° 3. VALORES DESCRIPTIVOS GLOBALES DEL NÚMERO COLIFORMES FECALES
POR MARCA DE AGUA ENVASADA ANALIZADA.

MARCA DE VALOR MAXIMO VALOR PROMEDIO VALOR MINIMO OESVIAClON LOGARITMO I

AGUA (UFC/IOOmL) (UFC/lOOml) (UFC/IOOml) ESTANDAR (UfC/IOOml)
I

A 5 3,5 2 2,12 05440
B 11 7 3 566 08451
e 3 1,5 o 2,12 01761
D 3 1,5 O 2,12 0,1761
E 7 45 2 3,54 0,6532
F 6 45 3 213 0,6532
G 7 4,5 2 354 0,6532
H o o o o o
l O O O O o
J O O o O o
K 9 45 O 636 0,6532
L 12 7 2 7,07 0,8451
M 12 7,5 3 6,36 0,8751
N O o O o o
o o o o o o
p o o o o o
Q o o o o o
R 7 45 2 354 06532
S 12 7,5 3 6,36 0,8751
T 19 125 6 919 10969
U o o o O O
V 12 7,5 3 636 08751
W o o O O o
x o o o O O
Y O O O O O
Z O o O o o

Al > 2000 1004 S 9 1407,85 30019
Bl O o O O o
el o O o O o
01 35 21 7 198 1,3222
El O O O O O
Fl O O o O O
Gl O o O O o
Hl 14 8,5 3 778 09294
11 O o O o O
JI 7 8 9 141 09031
Kl 17 11,5 6 7,78 1,0607
L1 12 8 4 5,66 0,9031

UFC/lOOmL: Unidades Formadoras de <;olonias en 100 mL de agua

Otro de los grupos bacterianos evaluados fue el de los coliformes fecales, los

valores obtenidos para este indicador de calidad sanitaria se resume en la tabla 3

y figuras 3a y 3b, donde se puede observar que los mismos estuvieron presentes

en 88 (46,32%) de las 190 muestras de agua mineral envasadas estudiadas,

correspondientes a 20 de las 38 marcas de aguas valoradas.
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MARCA DE AGUA ENVASADA ANALIZADA (ESCAlA LOGARtTMICA)

En 102 (53,68%) muestras del agua mineral envasada no se logró detectar la

presencia de bacterias del grupo de coliformes fecales (Tabla 3).
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Los valores para las bacterias coliformes fecales, en las muestras, fluctuaron

entre 2 UFC/100 mi a >2000 UFC/100 mi, con valores promedios entre 1,5 y

1004,5 UFC/100 mi (Tabla 3 y figuras 3a y 3b).

TABLA N° 4. VALORES DESCRIPTIVOS GLOBALES DEL NÚMERO Pseu(Jomonas
spp POR MARCA DE AGUA ENVASADA ANALIZADA.

MARCA DE
VALOR MAXIMO VALOR PROMEDIO VALOR MINIMO

DESVIACION
AGUA ESTANDAR

A 13 6,5 o 9,19
B 7 3,5 o 4,95
e 6 3,0 o 4,24
o 6 3 o 4,24
E 6 4,5 3 2,12
F 7 4,5 2 3,54
G 12 7,0 2 707
H o o o o
1 o o o o
J o o o o
K 9 5,5 2 4,95
L 13 6,5 o 919
M 7 4 1 4,24
N o o o o
o o o o o
p o o o o
Q o o o o
R 7 4,5 2 3,54
S 5 2,5 o 3,54
T 13 6,5 o 9,19
U o o o o
V 14 7 o 9,9
W o o o o
x o o o o
y o o o o
z o o o o

Al 31 21,5 12 13,44
Bl o o o o
el o o o o
DI 9 55 2 495
El o o o o
Fl o o o o
61 o o o o
Hl 13 6,5 o 9,19
11 o o o o
J1 7 3,5 o 4,95
K1 15 9,5 4 7,78
L1 7 5 3 2,83

UFC/l00rnl: Unidades Formadoras de Colonias en 100 mL de agua
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FIGURA N° 4. VALORES DESCRIPTIVOS GLOBALES DEL NÚMERO DE PselJdomonasspp POR MARCA DE
AGUA ENVASADA ANALIZADA

Desde un punto de vista sanitario, además de las bacterias del grupo coliformes

es importante determinar en el agua la presencia de Pseudomonas aeruginosa.

Los resultados obtenidos en la cuantificaci6n del número de Pseudomonas spp.,

presentes en el agua mineral envasada se resumen en la tabla 4 y figura 4.

Al examinar los datos de la tabla 4 y figura 4, respecto a Pseudomonas spp., se

puede seflalar que la misma se logr6 detectar en 82 (43,16%) de las 190

muestras analizadas, correspondiente a 20 de las 38 marcas de agua mineral

estudiadas.

En 108 (56,84%) muestras del agua mineral envasada no se detect61a presencia

de bacterias del género Pseudomonas (Tabla 4 y figura 4).

Los valores para Pseudomonas spp., en las muestras detectadas, fluctuaron entre

1 a 31 UFC/100 mi, con valores promedios entre 2,5 y 22,S UFC/100 mi (Tabla 4

y figura 4).
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Los valores en la desviación estándar de los datos obtenidos para todas las

determinaciones microbiol6gicas realizadas, senalan una alta variabilidad en los

valores obtenidos (Tablas 1,2,3 Y4).

Paralelamente a la cuantificación de la población de bacterias presentes, se

aislaron las principales colonias crecidas en la cuantificación de las bacterias

heterótrofas aerobias mesófilas, los resultados obtenidos de los aislamientos

para cada marca estudiada se resumen en la tabla 5 y figura 5..

TABLA N° 5. TIPOS DE BACTERIAS HETEROTROFAS AEROBIAS AISLADAS (NUMERO DE
AISLADOS) EN CAOA MARCA DE AGUA ENVASADA ANALIZADA SEGÚN SU
MORfOLOGIA

MARCA BACILOS COCOSGRAM MARCA BACILOS COCOSGRAM
GRAM (-) (+) GRAM (-) (+)

A 12 1 T 6 2
8 12 1 U O O
e 10 2 V 5 2
o 7 3 W o o
E 11 1 X O o
F 11 o y o o
G 12 1 Z o o
H o o Al 10 1
1 O O 81 O O
J o O el O O
K 9 3 01 8 6
L 9 3 El O o
M 9 o Fl O O
N o o Gl O O
o o o Hl 9 2
p O O 11 O O
o o o Ji 4 S
R 7 2 Kl 7 2
S 10 O Ll 6 3

( 8GN: 174 1+ ( CGP: 40 H SUBTOTAL: 214 H TOTAL: 268 Jo< NI: S4 1

( 8GN: BACILO GRAM NEGATIVO; g¡j!: COCO GRAM POSITIVO; tu: NO IDENTIFICADAS

Al observar los resultados que se presentan en la tabla 5 podemos indicar que se

lograron aislar un total de 268 colonias bacterianas, lográndose identificar 214

colonias (79,90 %), correspondiendo 174 cepas (64,93%) a bacterias Gram

negativas, y 40 (14,93%) a bacterias Gram positivas. No se pudieron identificar 54

colonias (20,15 %) (Figura 5).
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{ FIGURA N° 5. TIPOS DE BACTERIAS HETEROTROFAS AEROBIAS AISLADAS

Una vez obtenida la clasificación de las bacterias como Gram negativas o Gram

positivas, se llevó a cabo la identificación taxonómica a nivel de género, de las

214 colonias bacterianas aisladas, purificadas y coloreadas. Los resultados

obtenidos se resumen en la tabla 6.

De las 214 colonias bacterianas aisladas e identificadas 97 (45,32 %)

correspondieron a bacilos Gram negativos fermentadores, 77 (35,98 %) a bacilos

Gram negativos no fermentadores y 40 (18,70 %) a cocos Gram positivos (Tabla

6).
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TABLA N" 6. GÉNEROS DE BACTERIAS AISLADAS (N° y % DE CEPAS)

GÉNEROS NÚMERO DE CEPAS PORCENTAJE DEL TOTAL
(Ofo)

GRAN NEGAnvOS BACIlOS FERNENTADOIU:S 91 45,32
Aeromonas 12 561
Cedecea 2 093
Citrobacter 7 328
Edwarsiefla 5 234
Enterobacter 16 748
Escherichia 17 7_04
iHafnia 6 28
Klebslel/a 7 328

2 O_Q3
!/I!!minnrela 1 0_47
Plesiomonas 2 093
Proteus S 234
Rahnel/a 7 328
ISefT8tia 8 377
GRAN NEGATIVOS 8ACIlOS NO FERMENTAOORAS 11 3598
IAclnetobad.er 3 14
IBurkholderia 9 4.21

hrvseobacterium 3 lA
Pseudomonas 53 2477
Ralstonia 3 14
Shewanella 4 187
Weeksella 2 093
GRAM POSITIVOS COCOS 40 18,1
Enterococcus 4 187
Kocuria 12 561
~taCJhvlococcl1~ 74 11::a

TOTAL 214 100

Al observar los datos recogidos en la tabla 6, se puede señalar que se logró

identificar un total de 24 géneros bacterianos, correspondiendo 14 (58,33 %) a

bacilos Gram negativos fermentadores, 7 (29,20 %) a bacilos Gram negativos no

fermentadores y 3 (12,50 %) a cocos Gram positivos (Figura 6, 6a, 6b y 6c).

IIACLOS GRAMNEGAl'lVOS
NOFERMEHrADORES

7(2920%)
BACilOS GIWA

NEGATIVOS
FERMEllTAO<R:S

1415633 'Al

¡FIGURA NO 6. GÉNEROSDE BACTERIAS AiSLADAS (11' y % DE CEPAS)
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Enterococcus
$PP

4 (10%)

stllph ylOCQCCUS

$PP
23 (57%)

FIGURA N° 6c. GENEROS DE COCOS GRAM POSITIVOS AISLADAS DE AGUAS
ENVASADAS

Seguidamente a la identificación de las cepas aisladas a nivel de género, se

realizó la identificación a nivel de especies de las distintas colonias obtenidas, los

resultados de estas determinaciones se muestran en la tabla 7.

Al analizar la tabla 7 podemos indicar que las 214 colonias aisladas se pudieron

identificar e incluir en 46 especies, siendo las especies de mayor frecuencia de

aislamiento Pseudomonas aeruginosa (19,16 %), Escherichia coli (6,54 %),

Kocuria rosea (6,10 %), Staphylococcus aureus (4,67 %), Aeromonas hydrophila

(3,74 %) Y Rhanella aquatilis (3,27 %).

Es conocido que en la purificación de cepas bacterias de origen ambiental,

muchas de las cepas que se aíslan en un principio, posteriormente no pueden ser

identificadas por las pruebas contenidas en las galerías API, las cuales han sido

diseñadas para la identificación de aislados clínicos, En este sentido, se empleo

una técnica independiente del cultivo, basado en métodos de biologfa molecular

para identificar dos colonias que se aislaron y se pudieron clasificar como Gram

negativas pero no se pudieron identificar por el método clásico de identificación

bacteriana.
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TABLA Ne 7. ESPECIES DE BACTERIAS HETEROTROFAS AEROSIAS MESOFILAS AISLADAS DE AGUA ]
ENVASADA ,

OtNEROS y eSPECIES NÚMERO DE cEPAS
PORCENTAJE DEL TOTAL

{%}

GRAM NEGATIVOS BACILOS FERMENTADORES 97 45,32
Aeromonas hydrophila 8 3,74
Aeromonas salmomcida 4 187
Cedecea spp. 2 093
Citrobacter freundlF 5 2,34
,'-Itrobacter braakil 2 0,93
Edwardslella tarria 5 2,34
Enterobacter aerogenes 2 0,93
lEn erooacteragg omerans 3 1,4
Enrerooacteramn genus 2 0,93
Enterobacter cloacae 6 2,8
EnteroDacter gergovlae 1 0,47
IEnteroDactersal<8zakil 2 0.93
Escherichia coli 14 6,54
Eschenchla fergusonii 3 1,4
Hafnia e/vel 6 2,8
Klebsiella pneumoniae 5 2,34
Klebsiella omlt(Tindytica 2 0,93
KIl/rvera spp 2 0,93
Lemlnore/la spp 1 0,47
Ples,emonas sn,gelfolaes 2 0,93
Proteus mlrabifis 2 0,93
ProteussDO 3 14
Rahne/la i!JQuatilis 7 3,27
Serrat,a marcescens 2 0,93
Serratia liquefaclens 3 1,4
Serratla odorifera 3 1,4
GKAM NtGAHVUS BACILOS NO FERMENl ADORAS 77 35,98

Acinetobacterbaumann 3 1,4
Burl<holderia gladldl 4 1,87
Burkholderla roIstonla 5 234
Chrvseobacterium Indolaenes 3 14
Pseudomonas aeruginosa 41 19,16
Pseudemonas fluorescens 5 234
Pseudomonas luteo/a 2 0,93
Pseudomonas psudoalcal;genes 4 187
Pseudomonas Dutlda 1 047
Ra stonla Diketti 3 14
Shewllne/la putrefacíens 4 1,87
Weeksel/a virosa 2 0,93
GRAM POSITIVOS COCOS 40 187
Enterococcus faecalis 4 1,87
Kocuria rosea 13 6,1
S/<lDhvlococcus i!JureU$ 10 467
S/<lphvlococcuslentus 2 093
Staohylococcus saoroohYÜcus 4 187
Staahvlococcus sciuri 2 093
Staphylococcus spp 4 1,87
Staphylococcus xylosus 1 0,47
ToTAL 214 100

Los resultados de estas determinaciOnes se resumen en la tabla 8. Al ver los

resultados de la tabla 8 se puede indicar que las dos cepas en cuestion

correspondieron a la especie Enterobacter cloacae, identificándose con un

porcentaje de identificación del 89 %.
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TABlA W 8. RESULTAOOS DE LA IDENTIFICAC/ON MOLECULAR DE CEPAS BACTERIANAS J

AISLADAS DE MUESTRAS DE AGUAS ENVASADAS

ESPECIES MAS CERCANAS FllOGENETICAMENTE I
CEPA LONGITUD DEL

IAMPLIFICADO ESPECIE (CEPAS) WDEACCESO
PORCENTAJE DE
IDENT/FlCACION

Enterobacter
J1 1000 cloacae subsp. CPOO3737.1 89

cloacae

J2 1000 Enterobacter JQS12968.1 88
cloacae

Finalmente a las principales cepas bacterianas aisladas se les determino los perfiles

de resistencia a varios antimicrobianos. Los resultados de estos análisis se resumen

en las tablas 9, 10 Y11.

TABLA N° 9. PERFILES DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE ESPECIES OE BACILOS GRAM NEGATIVOS NO FERMENTADORES
AISLADOS DE AGUA ENVASAOA
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TABLA N° 10. PERFILES DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE ESPECIES DE BACILOS
GRAM NEGATIVOS FERMENTADORES AISLADOS DE AGUA ENVASADA

I

4/ ~,~ - (1)

'I~
e

i~"O l/l E_ E 4/_

~~
'O:!!l~ :§~ !( II'x :;¡ i~ .Q~ fe j$

z 'te ~~$ 4/ ~(.) :E

Aeromonas hvdroohila 6 ~ S S ~ ~ ~

Aeromonas hvdrODhila 2 ~ S S S S S
Aeromonas sa/monieida 4 ~ S S S S S

cedecea soo 2 ~ ~ ~ ~ ~ S
Citrobacter braakii 2 ~ ~ ~ S S ~

Citrobacter freundii 5 S S S ~ ~ ~

Edwardsiella tarda 5 S S ~ ~ ~ S
Enterobaeter aeroaenes 1 ~ ~ ~ ~ S R
Enterobaeter aeroaenes 1 ~ ~ S S S S
Enterobaeter aaalomerans 3 S S S S S S
Enterobaeter amniaenus 2 ~ S S S S S

Enterobaeter e/oaeae 1 ~ S S S S ~

Enterobaeter e/oaese 1 S S S ~ S ~

Enterobaeter e/oaeae 4 ~ ~ S S S ~

Enterobaeter aeraoviae 1 ~ ~ ~ S S S
Enterobaeter sakazakii 2 ~ ~ S S S ~

Eseheriehia eoli 6 S S S ~ ~ S

Eseheriehia coli 1 S ~ ~ s s ~

Escherichia coli 3 S s s S S ~

Escherichia coli 4 ~ S ~ ~ ~ S
Escherich~ferausonii 3 S S S S S S
Hafnia a/vei 6 ~ ~ S ~ S ~

K/ebsiella oneumoniae 2 s ~ S S S S

Klebsiella oneumoniae 3 ~ ~ ~ S S ~

Klebsiella ornithinolvtica 2 S S S S ~ ~

Kluwerasoo 2 S S S S S ~

Leminorella SDD. 1 S S S S S S
Plesiomonas shiaelloldes 2 ~ ~ ~ S S ~

Proteus soo 3 S ~ ~ S ~ ~

Proteus mlrabi/Is 2 s S S ~ ~ ~

Rahnella aauati/is 7 S S ~ ~ ~ ~

Serratia marcescens 2 S S S ~ ~ S

Serratía líauefacíens 3 S S S S ~ ~

Serratía odorifera 3 S S S S ~ ~

97
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TABLA N° 11. PERFILES DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE ESPECIES DE COCOS 1
GRAM POSITIVOS AISLADOS DE AGUA ENVASADA I

I

-8! ,§ (\l III
r: III ,6 r: "~X t~

u
~S' '8e 1:1

~~ '~ Ii ¡¡f~Q)1ll .e 0
¡~E:i Q)!:!:. )(0 fi .6

~Ill O O ......
~ ~ ....

UJ

Staphylococcus aureus 10 S S S S S S
Staphylococcus sciuri 2 S S S S S S

StaphylococClJsxylosus 1 S S S S S S
staphylococClJs fentus 2 S S S S S S
Staphyfococcus saprophyticus 4 S S S S S S
staphylococcus spp (seN) 4 S S S S S S

23

-80 cae ·6
III

lO ,6
e-8 ~i ;i.!l!, '~ Z' .21'
o>s .2 Mo(

g~ ie.S·!!! t$ Q..Q en
Zlll ~~- ~

Q)
(!)

Enterococcus faecalis 4 ~ S S S

4

Q)
(\l III lO'00 r:

i~
,6 1; r: l::!o o ¡es< .2.- .S:! ..... ~S'

I~1) ~o lia ~!!I. ~~Gi!:!:. )(e '0-
Zlll O O ,6 'C ti) ::;

o w ¡::

Kocuris roses 13 S S S ~ S ~

13

Los resultados obtenidos para los perfiles de resistencia antimicrobiana de las

principales especies de bacilos Gram negativos no fermentadores analizados, se

muestran en la tabla 9.

Al observar los resultados de la tabla 9, se puede indicar que 17 cepas bacterianas

fueron sensibles a los antimicrobianos ensayados, 7 fueron resistentes a un

antibiótico, 32 resistentes a dos antibióticos y 21 cepas bacterianas fueron

resistentes a mas de de dos antibióticos, considerándose en este ultimo caso como

bacterias multiresistentes, las cuates representaron 68,8 % del total de bacterias

Gram negativas no fermentadoras estudiadas.
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Los perfiles de multiresistencia se observaron en las cepas de las especies

Burkho/deria gladio/; (resistentes a meropenem, ceftazidime, acido nalidixico,

amikacina y gentamicina), Acinetobaeter baumann (resistentes a imipenem,

meropenem y ciprofloxacina), Chryseobaeterium indologenes { resistentes a

cefotaxime, meropenem y c/oranfenicol}, Pseudomonas aeruginosa ( resistentes a

imipenem, ceftazidime y piperacilinaltazobactama), Pseudomonas /uteola

(resistentes a trimetroprimlsulfametoxazol, ciprofloxacina y cefotaxime) y Ra/stonia

piketti (resistentes a ceftazidime, piperacilinaltazobactama y gentamicina) (Tabla9).

En el caso de la determinación de los perfiles de resistencia antimicrobiana para

los bacilos Gram negativos fermentadores, los resultados se indican en la tabla

10. Al observar dichos resultados se puede senalar que 7 cepas bacterianas

resultaron sensibles a todos los antibióticos ensayados, 15 cepas fueron

resistentes a un antibiótico, 19 cepas a dos antibióticos y 56 cepas bacterianas

resultaron resistentes a mas de dos antibióticos, considerándose en este ultimo

caso como cepas bacterianas multiresistentes y que represento el 77,3 % de los

aislados analizados.

En los perfiles de resistencias antimicrobiana de los bacilos Gram negativos

fermentadores, se observaron multiresistencias en las cepas de las especies

Cedecea spp. (resistentes a amoxicilinalacido cJavulánico, imipenem, meropenem,

ceftazidime y cefotaxime), Aeromonas hydroph;/a (resistentes a amoxicilina/acido

c/avulánico, imipenem, meropenem y aztreonam), Cítrobacter braakíi (resistentes a

amoxicilinalacido clavulánico, cefotaxime, ceftazidime y aztreonam), Enterobacter

aerogenes (resistentes a amoxicilinalacido c/avulánico, imipenem, ceftazidima y

cefotaxime), Escheriehia coli (resistentes a amoxicilinalacido c1avulánico,

cefotaxime, imipenem y meropenem), Hafnia alvei (resistentes a ceftazidime,

amoxicilinalacido clavulánico, imipenem y aztreonam), Klebsiel/a pneumoníae

(resistentes a amoxicilinalacido c1avulánico, cefotaxime, ceftazidime y aztreonam),

Proteus spp. (resistentes a meropenem, cefotaxime, ceftazidime y aztreonam),

Rahne/la aquatilis (resistentes a cefotaxime, imipenem, meropenem yaztreonam),

Citrobacter freundíi (resistentes a imipenem, meropenem y aztreonam), Edwardsie/la

tarda (resistentes a cefotaxime, imipenem y meropenem), Enterobacter e/oaeae
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(resistentes a amoxicilinalacido davulánico, ceftazidime y aztreonam), Enterobacter

gergoviae (resistentes a amoxicilinalacido davulánico, ceftazidime y cefofaxime),

Enterobacter sakazakii (resistentes a amoxicilinalacido davulánico, cettazidime y

aztreonam) y Proteus mirabilis (resistentes a aztreonam, imipenem y meropenem)

(Tabla 10).

Para los cocos Gram positivos, los resultados de los perfiles de resistencias

antimicrobianas se resumen en la tabla 11. En este caso los resultados indican que

23 cepas bacterianas de cocos positivos resultaron sensibles a todos los antibióticos

evaluados, 4 cepas fueron resistentes a un antibiótico y 13 cepas bacterianas

resultaron resistentes a dos de los antibióticos ensayados y que representaron el

32,5 % del total de las cepas analizadas.

Es importante resaltar que todas las cepas de Staphylococcus analizadas resultaron

sensibles a los 6 antibióticos valorados. Las cepas de Enterococcus faecalis

mostraron resistencia al antibiótico ampicilina y las cepas de Kocuria rosea

evidenciaron ser resistentes a los antibióticos eritromicina y Iinezolid (Tabla 11).
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6. DISCUSiÓN

La Agencia de Protección al Ambiente de Norteamérica (USEPA) reconoce la

importancia de evaluar los niveles de bacterias heterótrofas aerobias mesófilas en

el agua (USEPA, 1986). Su importancia radica en que muchas de estas bacterias

presentes en el agua mineral envasada, son patógenas oportunistas

(aproximadamente un 30 %). Existe evidencia de que algunas infecciones

nosocomiales pueden ser causadas por estos patógenos oportunistas y ser

transmitidos por el agua envasada (Oie y col., 2008; Islam y coL, 2011).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, en referencia a las bacterias

heterótrofas aerobias mesófilas, seríalan que las mismas estuvieron presentes en

100 (52,63 %) de las 190 muestras de agua mineral envasada analizadas, con

valores promedios fluctuantes entre 11 y 1.016,5 UFC/100ml (Tabla 1),

resultados que coinciden con los senalados por diversos autores, y ponen de

manifiesto buenas prácticas de manufactura en el envasado del agua mineral, ya

que se ha puntualizado que cuando existe un control sanitario adecuado, los

contajes de bacterias heter6trofas mes6filas registran valores menores a 10.000

UFC/100 mi (zamberian y col., 2008; Oyedeji y co!., 2010; Islam y coL, 2011;

Venturini y col., 2011).

En un trabajo realizado por Manaia y col. en el afio 1990, en donde se estudiaron

15 marcas de agua mineral envasada provenientes de Portugal, Francia y

Bélgica, se seríalan valores de bacterias heter6trofas mesófilas entre 100 UFCI

100 mi a 3.600.000 UFC/100 mi (Manaia y col., 1990), resultados con tres

ordenes de magnitud por encima, de los obtenidos en el presente trabajo.

De igual forma, resultados muy superiores a los encontrados en nuestra

investigaci6n, son los seríalados por Fa/cone-Oías y Farache en e/ afio 2013, en

un estudio realizado para conocer la calidad bacteriológica de las diferentes

marcas de aguas minerales envasadas que se comercializan en Brasil. Los

citados investigadores indican que en el 50% de las muestras analizadas, los

valores de bacterias aerobias heterótrofas fluctuaron entre 50.000 y 5.600.000
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UFC/100 mi, lo cual, de acuerdo a los autores, apunta a alguna clase de problema

en el saneamiento durante el envasado del agua.

Así mismo, son superiores a los hallazgo señalados en la presente investigaci6n,

los resultados obtenidos en el trabajo realizado por Gangil y col. (2012), donde se

investigó la calidad bacteriológica de 20 marcas de aguas minerales envasada de

alto consumo en la ciudad de Jaipur, India, encontrando que el 50% de las

muestras analizadas presenta valores por encima de 50.000 UFC/100 mI.

En un estudio llevado a cabo en los Estados Unidos de Norteamérica por

Richards y col. (1992), se reporta que de 69 marcas de agua mineral analizadas,

50 (72 %) resultaron con valores de bacterias heterótrofas mesófilas superiores a

100.000 UFC/100 mI. Estos resultados, al igual que los reportados en

investigaciones realizadas en otras partes del mundo (Jeena y coL, 2006; Venieri

y col., 2006), son mucho mayores a los obtenidos en la presente investigación.

se interpreta que cuando el resultado del número de bacterias heterótrofas

mesófilas es superior a 20.000 UFC/100 mI, se ha desarrollado algún problema

bacteriano durante el almacenamiento o distribución del agua. La Academia

Nacional de Ciencias de los Estados Unidos de Norteamérica recomienda que el

límite máximo de bacterias heterótrofas mesófilas en el agua potable debe ser de

30.000 UFC/100 mI (NAS, 1977).

En lo que respecta a Venezuela, son escasos los estudios donde se discutan

valores de bacterias heterótrotas mesófilas en muestras de agua mineral

envasadas, ya que la norma sanitaria para la elaboración y control de este tipo de

producto, no establece la determinaci6n del número de bacterias heterótrofas

mesófilas (COVENIN, 1993). Sin embargo, Andueza en el año 2000, señala

valores de bacterias heter6trofas mesófilas entre 100 UFC/100 mI a 650.000.000

UFC/100 mI en un total de 11 lotes de aguas minerales envasadas estudiadas

(Andueza, 2000), yen otro realizado por Silva y coL, en el año 2004, se reportan

valores de bacterias heterótrofas mes6filas en el agua mineral envasada entre

700 UFC/100 mi a 6.200.000 UFC/100 mI (Silva y col., 2004).
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Es importante señalar que del total de marcas de aguas minerales envasadas

examinadas, el 47,37 %, que corresponde a 18 marcas, no se logro detectar la

presencia de ninguna bacteria heterótrofa aerobia mesófila, lo cual llama la

atención, ya que se trata de un producto no estéril que de acuerdo a la normativa

existente para este tipo de bebida, la misma no pueden ser tratada por ningún

método fisicoquímico (COVENIN, 1993), de manera de no alterar su composición

microbiológica y organoléptica. Por ello se cree que estas marcas envasan agua

tratada y no agua de manantial, a pesar de que no lo indican en su etiqueta.

Los resultados obtenidos a nivel de los coliformes totales, otro de los grupos

bacterianos estudiados en el agua mineral envasada, evidencian que estuvieron

presentes en 99 (52,11 %) de las 190 muestras de agua mineral envasadas

analizadas, correspondientes a 20 de las 38 marcas estudiadas, con valores

promedios del orden de 1200 UFC/100 mi (Tabla 2).

Los valores antes señalados son preocupantes, considerando que en más del

50% de las muestras analizadas se logró detectar la presencia de miembros del

grupo de coliformes totales, lo cual representa un riesgo para la salud del público

consumidor, ante la posibilidad de encontrar bacterias patógenas causantes de

enfermedades gastrointestinales.

A pesar de que en la mayoría de las normativas existentes a nivel internacional

existe tolerancia cero para la presencia de células pertenecientes al grupo de los

coliformes, la presencia de coliformes totales en muestras de aguas minerales

envasadas ha sido señalada por investigadores en diversas partes del mundo,

evidenciando en todos los casos problemas graves de contaminación de la fuente

o manantial de donde procede el agua, o en muchos casos, colonización de las

plantas envasadoras por una mala higienización de las mismas (Warburton y col.,

1986; Novoa, 1989; Andueza, 2000; Silva y col., 2005).

Oyedeji y col., en el año 2010, en un estudio sobre la calidad del agua envasada

en bolsas y comercializadas en la ciudad de Ibadan en Nigeria, señalan que el

100 % de las muestras de agua mineral envasadas en bolsas, contenían
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coliformes totales, excediendo los parámetros exigidos por la mayoría de normas

internacionales y por consiguiente representando un riesgo para la salud del

público consumidor.

En un trabajo realizado en el sector de San Diego del Estado Carabobo,

Venezuela, en el año 2004, los autores indican la presencia de coliformes en el 97

% de las muestras de agua envasada estudiadas (Silva y col., 2004). Estos

resultados son mucho mayores a los encontrados en la presente investigación,

pero señalan que existe un problema de contaminación con las aguas minerales

envasadas en algunas regiones del país, dado a que la presencia de coliformes

totales revela problemas de higiene en las etapas de envasados o manipulación

del agua.

Warburton y col. en el año 1986, reportaron el aislamiento de miembros del grupo

coliformes en 2 muestras de un total de 73 muestras de agua mineral procedente

de las principales ciudades del Reino Unido, de igual forma, en Venezuela Novoa

(1989) señaló que de un total de 26 marcas de agua mineral envasada

expendidas en la ciudad de Caracas, el 19.2 % de las mismas, presentaron

bacterias del grupo coliformes.

La presencia de coliformes totales en muestras de aguas minerales envasadas

evidencia problemas graves de contaminación de la fuente o manantial de donde

procede el agua, o en muchos casos, la colonización de las plantas envasadoras.

Además de los coliformes totales, también se investigó la presencia de miembros

de los coliformes fecales, encontrándose que en 88 (46,32%) de las 190 muestras

de agua mineral envasadas estudiadas, correspondientes a 20 de las 38 marcas

de aguas valoradas, había presencia de este grupo bacteriano (Tabla 3).

La presencia de miembros del grupo de coliformes fecales en muestras de agua,

ponen de manifiesto el contacto de las misma con material de origen fecal, lo cual

desde ningún punto de vista, es aceptable para el uso humano.
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Los resultados encontrados, en relación a la presencia de coliformes fecales,

sugieren serios problemas de contaminación de las fuentes de aguas que surten a

las distintas plantas envasadoras, muy probablemente por problemas en la

protección de los acuíferos o problemas de infiltración con fuentes de aguas

residuales cerca del perímetro de protección de los manantiales (Geldreich y col.,

1975).

Herath y col., (2012) analizaron muestras de agua mineral envasada

comercializadas en Sir Lanka y encontraron que un 30 % de las muestras

evaluadas tenían coliformes fecales y que la causa de ello sería la mala calidad

sanitaria del agua de los manantiales de donde se capto el agua para envasar. De

la misma manera, Gangil y col., en un estudio sobre la calidad sanitaria del agua

mineral envasada expendida en la ciudad de Jaipur, India, realizado en el año

2012, señalaron que el 45% de las aguas envasadas en bolsas exhiben un

contenido moderado de coliformes fecales, excediendo los valores de las

normativas nacionales y regionales existentes. Los resultados antes indicados

son sjmilares a los obtenidos en la presente investigación y pudieran estar

también relacionados con las causas que los investigadores encontraron en los

estudios realizados.

Al estudiar la presencia de bacterias del genero Pseudomonas, otro de los grupos

bacterianos investigados, se logró detectarlas en 82 (43,16%) de las 190

muestras analizadas, correspondiente a 20 de las 38 marcas de agua mineral

estudiadas (Tabla 4).

Los resultados obtenidos, respecto a la presencia de Pseudomonas aeruginosa,

son similares a los señalados por investigadores en diversas partes del mundo

(Venier! y coL, 2006; Oie y col., 2008; Venturini y coL, 2011; Falcone--Dfas y col.,

2012).

Rosenberg (1990) señaló la experiencia de un laboratorio en Alemania en donde

en un período de 3 años (1985-1988) lograron aislar Pseudomonas aeruginosa en

un 10 % de las muestras estudiadas. Similarmente, Richards y col. en el año 1992
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reportaron el aislamiento de Pseudomonas aeruginosa en un 4 % de las muestras

de agua mineral examinadas en un estudio llevado a cabo en Inglaterra.

Los datos sobre el aislamiento de células de Pseudomonas aeruginosa en

muestras de agua mineral elaboradas en Venezuela, también son escasos.

Novos en el año 1989, en un estudio sobre la calidad sanitaria del agua envasada

consumida en la ciudad de Caracas, reseñó el aislamiento de Pseudomonas

aeruginosa en 13 (50 %) de 26 marcas de agua examinadas, y en otro estudio

realizado por Andueza en el año 2000, se indicó el aislamiento de células de

Pseudomonas aerugínosa en 6 (54,54%) de 11 marcas de aguas estudiadas. Los

resultados antes señalados son muy similares a los encontrados en nuestra

investigación, y sugieren que persisten los problemas de higiene y colonización en

la mayoría de las plantas envasadoras del agua mineral, por parte de

Pseudomonas aerugínosa.

Pseudomonas es una bacteria Gram negativa, oligocarbontolerante y puede por lo

tanto multiplicarse en el agua mineral con bajos niveles de nutrientes, después de

cierta adaptación. La presencia de esta bacteria en el agua mineral no solamente

manifiesta una contaminación inaceptable, sino que además puede jugar, bajo

ciertas condiciones, un papel importante como patógeno para el público

consumidor Scmidt-Lorenz, 1976; Richards y coL, 1992; Hunter, 1993; Naze y

col., 2010).

Los valores descriptivos globales obtenidos del número de bacterias aeróbicas

mesófilas, coliformes totales, coliformes fecales y Pseudomonas aerugínosa en el

agua mineral envasada analizada, señalan una alta variabilidad de los datos en

relación a cada una de las marcas de aguas estudiadas (Tablas 1, 2, 3 Y 4), lo

cual es común en este tipo de agua, ya que en la composición y número de la

microbiota influyen, de manera importante, sus características físico-químicas y la

composición en sales (Chapelle, 2001; Leclerc y Da Costa, 2004).

Otro de los objetivos planteados en el trabajo, fue determinar cual era la

composición taxonómica de los miembros de la población bacteriana heter6trofa
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aerobia presente en el agua mineral envasada. Para ello en una primera instancia

se clasificaron las distintas cepas aisladas y purificadas en base a su repuesta a

la coloración de Gram. Los resultados obtenidos en cuanto a la clasificación

global como bacterias Gram negativas y Gram positivas se indican en la tabla 5.

Al observar los resultados que se presentan en la tabla 5 podemos indicar que se

lograron aislar un total de 268 colonias bacterianas, de las cuales se identificaron

214 colonias (79,90 %), correspondiendo 174 (64,93 %) cepas a bacterias Gram

negativas, y 40 (14,93%) a bacterias Gram positivas, lo que nos indica un claro

predominio de las bacterias Gram negativas.

Estos resultados están de acuerdo con lo que han senalado investigadores en

diversas partes del mundo, en cuanto al prevalencia de las bacterias Gram

negativas en este tipo de ecosistema acuático (Ducluzeau y col., 1976; Schwaller

y Schmidt-Lorenz, 1980; Oger y col., 1987; Rosenberg, 1990; Hunter, 1993; De la

Rosa y Mosso, 2000; Ledere y Da Costa, 2004; Tampo, 2004; Casanova­

Macsaea y Blanch, 2012).

Se ha señalado que la población de bacterias Gram negativas presentes en el

agua mineral envasada, corresponden a bacterias heterótrofas oligotrofas y

oligocarbofilicas, cuyos metabolismos se ha adaptado a este ambiente de bajo

contenido de nutrientes (De la Rosa y Mosso, 2000; Leclere y Da Costa, 2004).

Por otra parte, los resultados obtenidos confirman los hallazgo de investigadores

en diversas partes del mundo en relación al predominio de bacterias Gram

negativas en este tipo de agua y dejan en evidencian que la percepción que se

tiene en relación a que el agua mineral envasada es un producto libre de

bacterias, no es cierta.

La identificación de cepas bacterianas aisladas de muestras de aguas minerales,

es dificil de realizar, ya que muchas cepas no logran sobrevivir en las resiembras

realizadas en los medios de cultivos necesarios para su identificación. Por otro

lado, se aís/an cepas cuyas características bioquímicas no coinciden con los
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taxones descritos en la bibliografía (Reasoner y Geldreich, 1985; Ferreira y coL,

1996; Ward, 1998; Leclerc y Da Costa, 2004) lo que imposibilita su identificación.

Este tipo de resultado es frecuente en los estudios microbiológicos de aguas

minerales naturales (Lec/ere y Moreau, 2002). En el presente estudio no se han

podido identificar un 20,15 % (54 colonias) del total de cepas aisladas similar a lo

reportado por Mary y col. (2000).

Diversos investigadores han señalado que el 90 % de la población microbiana

presente en el agua mineral, se encuentra en un estado fisiológico denominado

viable no cultivable, dificultando de esta manera su cultivo, aislamiento e

identificación por los métodos microbiológicos clásicos (De la Rosa y Mosso,

2000; Chapelle, 2001; Leclere y Da Costa, 2004).

En relación a la composición de géneros de la microbiota presente en las aguas

minerales envasadas, aspecto que prácticamente se desconoce en la mayoría de

paises del mundo, con la excepción de algunos países de Europa donde la cultura

del agua mineral es muy importante desde el punto de vista económico, se tienen

muy pocos trabajos de investigación, dado a que la mayoria se dirigen a

comprobar la calidad sanitaria de esta agua de consumo masivo (Ducluzeau y

col., 1976; Scmidt-Lorenz, 1976; Hunter, 1993; Lec/ere y Da Costa, 2004; Venieri

y coL, 2006).

Pseudomonas aeruginosa ha sido la especie de bacteria Gram negativa no

fermentadora, con mayor número de cepas aisladas (Tabla 7).

Algunas de las otras especies de Pseudomonas aisladas, como Pseudomonas

f1uorescens, Pseudomonas luteola, Pseudomonas psudoalcaligenes y

Pseudomonas putida, también han sido detectadas en aguas minerales

envasadas (Bischofberger y coL, 1990; Manaia y col., 1990; Mavridou y col., 1994;

Elomari y col., 1995; Ferreira y col., 1996; Mary y col., 2000).
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Los resultados del presente trabajo en relación con el género Pseudomonas, han

resultado similares a Jo señalado por diversos investigadores (Bischofberg y col.,

1990; Morais y Da Costa, 1990; Mavridou y coJ., 1994; Elomari y col., 1995;

Jayasekara y col., 1998; Guyard y coL, 1999; Andueza, 2000; Nascimiento y coL,

2000; Venieri y co!., 2006; Oie y coL, 2008; Nase y coL, 2010; Vaz-Moreira y col.,

2012; Vantarakis y coL, 2013).

Una de las razones que se han postulado para explicar la presencia de especies

del género Pseudomonas en las aguas minerales, esta relacionada con la gran

versatilidad enzimática que presentan estas bacterias, lo cual les permite

sobrevivir y proliferar en ambientes oligotróficos (Lectere y Moreau, 2002).

El género Pseudomonas se encuentra muy distribuido en la naturaleza y su

aislamiento de fuentes naturales, tales como, aguas minerales, aguas de

manantiales yaguas minerales envasadas, ha sido señalado por diversos

investigadores en varias regiones del mundo (Leclere y Moreau, 2002; Ahmed y

coL, 2013; Vantarakisycol., 2013).

De acuerdo a lo señalado por Morais y Da Costa (1990) y Jayasekara y

colaboradores (1998), Pseudomonas se encuentra en pequeña cantidad en agua

mineral envasada almacenada, aunque en algunas aguas minerales puede

constituir el principal componente de la población microbiana, sobre todo en los

puntos de emergencia de los manantiales.

Entre las bacterias Gram negativas no fermentadoras aisladas destacan también

las del genero Burkholderia, la cual ha sido encontrada por diversos

investigadores, en aguas minerales (Guillot y Leclere, 1993; Jayasekara y coL,

1998; Detive y coL, 1999; Mary y coL, 2000; Leclerc y Moreau, 2002; Messi y coL,

200S). El género Burkholderia, tiene características semejantes a Pseudomonas y

antes estaba incluido en este género (Yabuuchi y coL, 1992; Estrada-De los

Santos, 2013).
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Las comunidades de bacterias Gram negativas no fermentadoras, identificadas en

el presente trabajo, son similares a las encontradas por otros autores en aguas

minerales en diferentes partes del mundo (Massa y coJ., 1995; Jayasekara y coJ.,

1998; Detive y col., 1999; Mary y coJ., 2000).

La mayoría de las especies de bacterias Gram negativas no fermentadoras, que

se han aislado en el presente trabajo, se han seflalado como patógenos

oportunistas en individuos inmuno suprimidos en los últimos años. Muchas de

ellas se han asociado a diversas infecciones nosocomiales y se han aislado en los

ambientes hospitalarios, tanto de muestras humanas, como de diversos

ambientes y objetos de uso en esos centros (Magalhaes y col., 2003; Chihab y

col., 2004; Mahenthirolingam y Vandamne, 2005).

En relación a las cepas de bacterias Gram negativas fermentadoras identificadas,

destaca la presencia de las especies Eseheriehia eoli, Aeromonas hydrophila,

Enferobacter e/oaeae y Rahnella aquati/is.

Eseheriehia coli es el miembro más frecuente e importante del género Eseheriehia

que pertenece a la familia Enterobaeteriaeeae, son habitantes comunes en el

tracto intestinal del hombre y los animales de sangre caliente, algunas cepas son

consideradas patógenas entéricas debido al hecho de que cualquier cepa de la

misma especie puede estar asociado a múltiples enfermedades (Mossel y col.,

2003).

La presencia de esta bacteria en el agua o alimentos indica que puede haber

existido contaminación fecal y que el consumidor podría estar expuesto a

patógenos entéricos al ser ingeridos enfermedades (Mossel y col., 2003).

Este grupo de bacterias producen septicemias que provienen generalmente de

infecciones del aparato urinario (cistitis, pielonefritis y prostatitis), extra

abdominales (asociadas a perforación intestinal) y del tubo digestivo. Aunque las

enfermedades más comunes son las gastroenteritis y la severidad de los cuadros

depende del tipo de cepas implicada (Murray y col., 2009).
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La presencia de Escherichia coli en el agua mineral envasada, a pesar de que las

distintas regulaciones tienen tolerancia cero para esta bacteria, no es rara y

concuerda con los resultados obtenidos en el presente trabajo. Autores en

diversas regiones del planeta señalan el aislamiento de esta bacteria en este tipo

de agua e indican que la contaminación de los acuíferos o manantiales de donde

se capta el agua, como posible explicación de su presencia en este producto

(Geldreich y6 col., 1975; Hunter, 1993; Venieri y col., 2006; Varga, 2011; Herath y

col.,2012; Ahmed y col., 2013; Gangil y col., 2013; Momtaz y col., 2013).

Su presencia en el agua de bebida es inaceptable, y así lo establecen todos los

reglamentos sanitarios relacionados con la calidad bacteriológica del agua de

consumo, por lo que el aislamiento de esta bacteria en este tipo de producto de

consumo masivo, conlleva un gran riesgo para la salud de la población de

consumidores (NAS, 19n; OMS, 1985; USEPA, 1986; COVENIN, 1993; OMS,

2006; Carvajal y Oletta, 2012).

La especie Aeromonas hydrophila se ha aislado e identificados en algunas de las

marcas de las aguas minerales envasadas analizadas en el presente trabajo.

Varios autores han aislado esta bacteria del agua mineral ya que puede vivir con

baja concentración de substratos (Quevedo-Sarmiento y col., 1986; Gonzalez y

col., 1987; Manaia y col., 1990; Hunter, 1993; Jayasekara y col., 1998; Massa y

coL, 2001; Villari y col., 2003; Messi y cot, 2005; Ahmed y coL, 2013) .

Se considera a la especie Aeromonas hydrophila como patógeno oportunista

pudiendo producir infecciones a través del agua, por lo que su presencia en el

agua mineral envasada es un serio riesgo para la salud del publico consumidor

(Biscardi y coL, 2002; Villari y col., 2003; Janda y Abbott, 2010).

En algunos países se han propuesto cambios en la legislación sobre la calidad

microbiológica de las aguas minerales indicando que se incluya la investigación

de este microorganismo por su poder patógeno (Warburton y col., 1998).
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Otra de las especies aisladas e identificadas en las muestras de agua mineral

envasada evaluadas, tanto por los métodos clásicos de identificación bacteriana

como por los métodos moleculares, fue Enterobaeter e/oaeae. El género

Enterobaeter a pesar de pertenecer a la familia de Enterobaeteriaceae se

considera que forma parte de la microbiota autóctona del agua ya que se

encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza (Quevedo-Sarmiento y co!.,

1986; Bishofberger y col., 1990), los resultados obtenidos en la presente

investigación son similares a los senalados por diferentes autores quienes lo han

aislado de aguas minerales envasadas en diferentes países (Schwaller y Schmidt­

Lorenz, 1980; Quevedo-Sarmiento y coL, 1986; González y col., 1987;

Bischofberger y col., 1990; Organ, 1992; Schindler, 1994; Vamam y Sutherland,

1994; Ahmed y col., 2013; Vantarakis y col., 2013).

Diferentes especies de Enterobacter tienen un hábitat acuático y otros como

Enterobaeter sakazakii, al día de hoy integrante del nuevo genero bacteriano

Cronobaeter, y Enterobaeter e/oaeae son ubicuos habiéndose aislado del suelo,

agua, alimentos y muestras humanas (Nazarowec y Farber, 1997; Sanders y

Sanders, 1997; Isobe y coL, 2001; Leclerc y Da Costa, 2004; Ivy y coL, 2013).

A pesar de ser un habitante conspicuo de estos ecosistemas acuáticos, se ha

senalado que pueden comportarse como patógenos oportunistas en la población

de riesgo como ninos, mujeres embarazadas, pacientes con terapias, inmuno

suprimidos y personas ancianas, por lo que su presencia en un producto de

consumo masivo como el agua envasada debe verse con mucho cuidado

(Sanders y Sanders, 1997; Lupo y col., 2013).

Rahnella aquatilis es otra de las especies de bacterias Gram negativas

fermentadoras, aisladas e identificadas en las muestras de agua envasada

analizadas. Es una especie perteneciente al grupo de la Enterobaeteriaceae y se

ha indicado como patógeno oportunista, además se han aislados cepas

resistentes y multiresistentes a diversos antibióticos. Su presencia en el agua

mineral envasada ha sido senalada por diversos autores (Leclere y col., 2001;

Deak, 2010; Leclere y Da Costa, 2011).

97

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



Otro de los grupos bacterianos aislados e identificados en el trabajo, ha sido el de

los cocos Gram positivos. Destacando entre ellos las especies Staphylococcus

aureus y Kocuria roseus.

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva perteneciente a la familia

Micrococcacea. El género Staphylococcus comprende actualmente 32 especies y

quince sub especies; las especies de importancia médica son: staphylococcus

aureus, Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus saprophyticus. Desde el

punto de vista de la medicina, Staphylococcus aureus es la bacteria más

importante de este género (Madigan y coL, 2010).

los Staphylococcus se encuentran muy difundidos en la naturaleza, en la piel del

hombre y de varias especies animales. Se les encuentra en las superficies de los

objetos, en el aire, el suelo, el agua, la leche, y lo más importante, Staphylococcus

aureus puede colonizar la mucosa de las fosas nasales y faringe, y dar origen a

un portador asintomático peligroso, ya que es la fuente de infección para otros

tejidos y para otros individuos. Desde su nicho natural, pueden introducirse en el

hombre por todas las formas conocidas: por vías respiratorias, por la ingestión de

la bacteria o de sus toxinas preformadas, por excoriaciones de la piel y por las

mucosas de los órganos genitales (Madigan y coL, 2010).

La presencia de especies del genero Staphylococcus en aguas minerales

envasadas ya ha sido indicada por otros autores en diversas regiones del mundo

(Gonzalez y coL, 1987; Ogan, 1992; Hunter, 1993; Massa y coL, 1995; Tsai y Yu,

1997; Venieri y coL, 2006; Leclere y Da Costa, 2011; Varga, 2011; Venturini y coL,

2011; Casanova-Macsaea y Blanch, 2012; Falcone-Días y coL, 2012).

Su presencia en el agua mineral envasada, nos indica contaminación por malas

prácticas de higienes durante el proceso de envasado y manipulación de los

envases, o por contaminación de equipos u operarios de los mismos (Leclere y

Moreau, 2002; Leclerc y Da Costa, 2004).
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La otra especie de bacterias Gram positiva identificada fue Kocuria roseus. Las

especies del género Kocuria pertenecen a la familia Micrococcaceae. Incluye 17

especies de las cuales la mayoría son aerobias estrictas. La identificación

bioquímica del género y especies es difícil dada la heterogeneidad en la expresión

de las pruebas bioquímicas (Silva, 2012).

Kocuria spp. es parte de la microbiota de la piel y orofaringe y muchas de las

especies se han aislados de muestras de origen ambiental y animal (suelos, agua

marina, carnes, pollos). Con la introducción de nuevos sistemas de identificación

automatizada ha empezado a ser reconocida, pudiendo antes haber sido

informadas como Micrococcus spp. Los casos clínicos de infecciones

comprobadas son escasos pero se han descrito en bacteriemias, sepsis asociada

a catéter, endocarditis, colecistitis aguda, peritonitis y abscesos, en general en

pacientes inmuno comprometidos (Silva, 2012).

Se ha señalado el aislamiento de cepas de Kocuria en diferentes muestras de

agua, incluyendo las aguas minerales naturales y las envasadas (Hunter, 1993;

Leclerc y Da Costa, 2004; Leclerc y Da Costa, 2011; Casanova-Macsaea y

Blanch, 2012; Pindi y col., 2013).

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos señalar que parte de la

microbiota bacteriana identificada, pudiera considerarse como microbiota

contaminante, la cual habria que considerar como compuesta por dos grupos,

una transitoria y otra permanente (Schmidt-Lorenz, 1976). La transitoria

consistiría, principalmente, en bacterias que no se multiplican en agua mineral y

mueren o se convierten en no cultivables al cabo del tiempo, como Escherichia

co/i, Proteus mirabilis, Enterobacter aerogenes y Enterococcus faeca/is (Leclerc y

Da Costa, 2004). La permanente consiste en especies olígocarbotolerantes que

pueden multiplicarse en sustratos con escasos nutrientes y permanecer viables

durante mucho tiempo. Suelen ser bacterias Gram-negativas, psicrófilas y

mesófilas como Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa (González y

col., 1987; leclerc y Moreau, 2002.
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Por ultimo, se estudio el perfil de resistencia antimicrobiana de la mayoría de las

cepas de las especies bacterianas aisladas e identificadas, de manera de conocer

la prevalencia de los genes de resistencias en las especies bacterianas presentes

en el agua mineral envasada.

En lo que respecta a las bacterias Gram negativas no fermentadoras, destaca la

presencia de cepas resistentes y multiresistentes a más de un antibiótico. En este

sentido, cepas de las especies Burkholderia gladidi, Acinetobacter baumann,

Chryseobacterium indo/ogenes, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas luteola y

Ralstonia piketfi, resultaron ser multiresistentes, representando un 68,8 % del total

de las cepas de los bacilos Gram negativos no fennentadores evaluados.

Los antibióticos a los que fueron resistentes las especies antes mencionadas, fueron

acido nalidixico, amikacina, ceftazidima, cefotaxime, cloranfenicol, gentamicina,

imipenem, meropenem, piperacilinattazobaetama y trimetroprimlsulfametoxazol.

Los resultados antes indicados son similares a los senalados por diversos autores

en diferentes partes del mundo, y evidencian que existe una transferencia vertical

de los factores genéticos asociados a la resistencia a los principales

antimicrobianos de uso a nivel clínico humano en cepas de bacterias Gram

negativas no fermentadoras (Rosenberg y co!., 1989; Massa y coL, 1995; Mary y

col., 2000; Messi y coL, 2005; Tirodismo y coL, 2010; Ullah y col., 2012).

Rosenberg y col. en el ano 1989, estudiaron 87 marcas de aguas minerales a la

venta en Alemania, con el objeto de determinar la presencia de bacterias

heterótrofas. Estas especies fueron resistentes a la mayoría de los antibióticos,

entre los que se encontraban Cloranfenicol, Ampicilina, Gentamicina, ácido

Nalidixico y Tetraciclina. Resultados muy parecidos a los obtenidos en el presente

trabajo.

De igual forma, Massa y col. (1995) estudiaron ocho marcas de aguas minerales

no carbonatadas en Italia, realizándole pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

a 11 especies del género Pseudomonas spp., observando que todas ellas eran
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resistentes a Ampicilina, Estreptomicina, Carbenicilina, Tetraciclina, Cotrimoxazol,

Gentamicina y Cloranfenicol.

Por su parte, Mary y col. (2000), estudiaron cinco marcas de aguas minerales

francesas, con el objeto de determinar bacterias heterotrofas con resistencia

múltiple antimicrobiana (Amoxicilina, Aztreonam, ácido Nalidixico, Ciprofloxacina,

Gentamicina, Amikacina y Piperacilina), encontrado diferentes cepas de

Comamonas testosteroni tanto resistentes como multiresistentes.

En el año 2005, Messi y col. Aislaron 120 cepas provenientes de aguas minerales,

con el objeto de determinar la actividad antimicrobiana y la resistencia a los

antibióticos. Entre las especies aisladas e identificadas se encontraron

predominantemente Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas stutzeri,

Pseudomonas aeruginosa y con baja frecuencia de Burkholderia cepacia,

observando que cerca del 80% de los aislados presentaron resistencia a los

diferentes antibióticos evaluados, entre los que se encontraban Ampicilina,

Gentamicina, Amikacina y ácido Nalidíxico, y solo el 55% de las cepas aisladas

resultaron ser multiresistentes. Estos resultados son muy similares a los que se

obtuvieron de las especies Gram negativas no fermentadoras aisladas de aguas

minerales envasadas de consumo en las principales ciudades de Venezuela

Finalmente, Ullah y col. (2012) señalan en un trabajo realizado en Pakistán la

presencia de cepas de Pseudomonas aerugínosa en aguas minerales resistentes

a una gran diversidad de antibióticos con una alta prevalencia de cepas

mulliresistentes, resultados que están acorde con lo observado con las cepas de

Pseudomonas aisladas en el presente trabajo

En referencia a los resultados obtenidos para las bacterias Gram negativas

fermentadoras, en donde la prevalencia de la multiresistencia fue de 77,3 %, la

mayor de las obtenidas entre los grupos bacterianos estudiados, se puede indicar

que las principales especies bacterianas implicadas fueron las pertenecientes a las

familia Enterobacteriaceae, destacando entre ellas las especies Cedacea spp.,

Citrobacter braakii Enterobacter aerogenes, yEscherichia coli
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Los resultados obtenidos en la presente investigación, respecto a la prevalencia en

las bacterias Gram negativas fermentadoras de factores de resistencias a los

antimicrobianos, son nuevamente muy similares a los que resefian diversos

investigadores en diferentes partes del mundo (Kailis y col., 1991; Vachee y col.,

1997; Vaz-Moreira y col., 2012) lo que es de gran interés desde el punto de vista

de la epidemiología y de la salud pública, puesto esta agua son de consumo

generalizado dentro de la población.

Como se sabe, la resistencia bacteriana a los antimicrobianos es el resultado del

uso indiscriminado de estas sustancias, que ejercen presión selectiva,

promoviendo la supervivencia de bacterias mejor dotadas para su efecto letal,

tanto en los ecosistemas terrestres como en los acuáticos

Las bacterias Gram negativas tienen un arsenal de mecanismos de resistencia a

su disposición y la selección natural y la presión selectiva favorece el surgimiento

de perfiles de multiresistencias entre ellas. Por otra parte, se debe considerar la

presencia de elementos móviles de transferencia de genes dentro de las

bacterias, lo que hace que la diseminación y transferencia horizontal y vertical de

genes en la comunidad microbiana sea un fenómeno más frecuente que lo

esperado.

Por ultimo, en el caso de los cocos Gram positivos, la mayoría de las cepas

aisladas resultaron sensibles a los antibióticos evaluados, contrastando con lo

obtenido en el caso de las bacterias Gram negativas. Estos hallazgos evidencian

que las bacterias Gram positivas encontradas en estos ecosistemas poco tienen

de conexión con los aislados humanos, donde el fenómeno de resistencia

antimicrobiana esta mas extendido y que representan un serio problema para la

salud publica.
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Los resultados que se exponen en el trabajo deben llamar a la reflexión y a estar

alerta, ya que las cepas bacterianas aisladas e identificadas de las muestras de

agua mineral envasada, son en su mayoría resistentes a los principales grupos de

antibióticos utilizados en la terapéutica de las principales infecciones bacterianas,

como lo son los aminogluc6sidos, betalactamicos, cefalosporinas, quinolonas y

sulfonamida.
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7. CONCLUSIONES

Se logro detectar la presencia de bacterias heterótrofas aerobias mesófilas en 20

de las 38 marcas comerciales de agua estudiadas, aunque en un número bajo. En

100 de las 190 muestras de agua mineral envasadas valoradas, se logro

cuantificar la cantidad de bacterias heterátrofas aerobias mes6filas en un rango

entre 11 UFC/100 mi a > 2000 UFC/100 mi, con valores promedios entre 11 y

1016,S UFC/100 mI.

Los coliformes totales estuvieron presentes en 20 de las 38 marcas de agua

analizadas. En 99 (52,11 %) de las 190 muestras de agua mineral envasadas

analizadas, se pudo valorar la cantidad de coliformes totales, cuyos valores

fluctuaron entre 3 UFC/100 mi a >2000 UFC/100 mi, con valores promedios

entre 4,5 y 1008,S UFC/100 mI.

De manera similar a lo encontrado con los coliformes totales, los coliformes

fecales estuvieron presentes en 20 de las 38 marcas de aguas minerales

envasadas investigadas. La cuantificación de los coliformes fecales en las 88

(46,32 %) muestras donde se logro detectar su presencia vario entre 2 UFC/100

mi a >2000 UFC/100 mi, con valores promedios entre 1,5 y 1004,5 UFC/100

mI.

La presencia de células de Pseudomonas aeruginosa, se puedo detectar en 20 de

las 38 marcas comerciales de aguas analizadas. Se cuantifico el número de

células de Pseudomonas en 82 (43,16%) muestras de las 190 analizadas,

encontrando valores entre 1 a 31 UFC/1 00 mi, con valores promedios entre 2,5 y

21,5 UFC/100 mi.

Los valores descriptivos globales obtenidos del número de bacterias aeróbicas

mesófilas, coliformes totales, coliformes fecales y Pseudomonas aeruginosa

señalan una alta variabilidad en los valores obtenidos.
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Se lograron aislar un total de 268 colonias bacterianas, lográndose identificar 214

(79,90 %) colonias, correspondiendo 174 (64,93%) cepas a bacterias Gram

negativas, y 40 (14,93%) a bacterias Gram positivas. No se pudieron identificar 54

(20,15 %) colonias. De las 214 colonias bacterianas aisladas e identificadas 97

(45,32 %) correspondieron a bacilos Gram negativos fermentadores, 77 (35,98 %)

a bacilos Gram negativos no fermentadores y 40 (18,70 %) a cocos Gram

positivos.

A partir de las 214 colonias aisladas y purificadas se pudo identificar un total de

24 géneros bacterianos, correspondiendo 14 (58,33 %) a bacilos Gram negativos

fermentadores, 7 (29,20 %) a bacilos Gram negativos no fermentadores y 3

(12,50 %) a cocos Gram positivos. De las 214 colonias aisladas se pudieron

identificar e incluir en 46 especies, siendo las especies de mayor frecuencia de

aislamiento Pseudomonas aeruginosa (19,16 %), Escherichia coli (6,54 %),

Kocuria rosea (6,10 %), Staphylococcus aureus (4,67 %), Aeromonas hydrophila

(3,74 %) Y Rhanella aquatilis (3,27 %).

Los hallazgos obtenidos en relación a los perfiles de resistencia antimicrobiana

de las cepas bacterianas presentes en el agua mineral envasada, muestran que

este tipo de agua puede ser un reservorio importante de los genes de resistencia

y multiresistencia a diversos antibióticos y que se deben aplicar medidas de

vigilancia epidemiológicas tanto en los manantiales fuentes de esta agua, como

en las plantas procesadoras de aguas envasadas

Llama la atención la presencia en este tipo de producto de un gran número de

bacterias consideradas patógenas oportunistas con importantes perfiles de

multiresistencia a los principales antibióticos de uso en la clínica, este hecho

coloca en el tapete la controversia sobre la seguridad sanitaria de este tipo de

agua, máxime cuando se trata de un producto cuya demanda ha ido creciendo

paulatinamente en el país en los últimos años
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Se pudo comprobar la hipótesis de trabajo evidenciando que la mayoría de las

aguas minerales envasadas que se consumen en Venezuela poseen una

microbiota bacteriana heterótrofa aerobia mesófila asociada, de la cual se puede

deducir su calidad sanitaria, que en el caso del presente estudio pone de

manifiesto la presencia de problemas de tipo higiénicos, con presencia de

bacterias con potencial poder patógeno.
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