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RESUMEN

El presente proyecto investigativo titulado “Evaluacién De La Calidad Del Agua
Embotellada en la Provincia Bolivar a Travées de Analisis Biomoleculares (PCR) y
Cultivos Microbioldgicos, tiene como objetivo evaluar la calidad microbioldgica
del agua embotellada de las diferentes empresas que existen en la Provincia Bolivar
a través de andlisis biomoleculares (PCR) y cultivos microbioldgicos, teniendo
como principales objetivos, determinar la calidad del agua mediante el uso de
medios de cultivos especificos para el desarrollo de microorganismos. Caracterizar
si existe la presencia de Listeria monocytogenes, Salmonella spp. y Escherichia coli
mediante técnicas de biologia molecular (PCR) Reaccion en cadena de la
Polimerasa en tiempo final. Se planteo un disefio completamente al azar (DCA) con
arreglo factorial A x B (5 x2) con tres repeticiones. La técnica molecular fue el
resultado tras la purificacion de microrganismos obtenidos de las muestras
mediante medios de cultivos selectivos y diferenciales todas estas en unidades
UFC/mL. Con el empleo de estas dos metodologias se analiz6 un total de 11
marcas de agua embotellada de la provincia Bolivar las cuales fueron provenientes
de cada una de las empresas embotelladoras. Se utilizo cebadores especificos de la
marca invitrogen para detectar el gen tanto de Listeria monocytogenes, Salmonella
spp y Escherichia coli con su serotipo O157:H7 y utilizando para un mejor
resultado blancos positivos de los tres microrganismos que fueron adquiridos por el
departamento de investigacion. Se logro detectar Listeria monocytogenes en un
54% (6/11), para Escherichia coli 36 % (4/11) y para Salmonella spp. 18% (6/11)
para cada una de las muestras mismas que fueron interpretadas mediante
electroforesis. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fue més sensible para
Escherichia coli, O157:H7 y Listeria monocytogenes dando resultados exactos en
conjunto con los blancos positivos. En conclusion, la presencia de estas bacterias
en el agua embotellada puede considerarse un factor de riesgo para la salud y
bienestar para el consumidor.

Palabras clave: Listeria monocytogenes, Escherichia coli, cultivos selectivos,

Andlisis Biomoleculares, electroforesis.

XVIII



ABSTRACT

The present research project entitled "Evaluation of Bottled Water Quality in the
Bolivar Province through Biomolecular Analysis (PCR) and Microbiological
Cultures, aims to evaluate the microbiological quality of bottled water from
different companies in the Bolivar Province through biomolecular analysis (PCR)
and microbiological cultures, having as main objectives to determine the quality of
water through the use of specific culture media for the development of
microorganisms. To characterize the presence of Listeria monocytogenes,
Salmonella spp. and Escherichia coli by means of molecular biology techniques
(PCR) Polymerase Chain Reaction in final time. A completely randomized design
(CRD) with factorial arrangement A x B (5 x 2) with three replicates was used. The
molecular technique was the result after purification of microorganisms obtained
from the samples by means of selective and differential culture media, all of them
in CFU/mL units. With the use of these two methodologies, a total of 99 samples
of bottled water were analyzed equally from each of the water bottling companies
in the different cantons of the Bolivar province. Specific primers of the Invitrogen
brand were used to detect the serotype of both Listeria monocytogenes, Escherichia
coli with its serotype O157:H7 and Salmonella spp using positive targets of the
three microorganisms that were acquired by the research department for a better
result. Listeria monocytogenes was detected in 91,6% (12/11), for Escherichia coli
75% (9/99) and for Salmonella spp. 50% (6/11) for each of the samples, which were
interpreted by electrophoresis. The polymerase chain reaction (PCR) was more
sensitive for Escherichia coli, O157:H7 and Listeria monocytogenes giving
accurate results in conjunction with the positive blanks. In conclusion, the presence
of these bacteria in bottled water can be considered a health and welfare risk factor
for the consumer.

Key words: Listeria monocytogenes, Escherichia coli, selective cultures,

Biomolecular Analysis, electrophoresis.
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CAPITULO |

1.1. INTRODUCCION

A nivel mundial las enfermedades son causadas por un inadecuado tratamiento de agua,
esto ocasiona una contaminacion cruzada en las redes de distribucion y planta afectando
a quien lo consume. La OMS define al agua para consumo como aquella que no
produce ningun dafio significativo en el organismo siendo esta consumida durante toda
la vida. EI mal manejo de la calidad del agua puede conllevar enfermedades que afectan
directamente a la salud de las personas. Las normas establecidas y destinadas para el
adecuado manejo del agua de consumo ayudan amantener un control y proporcionan
asi beneficios para la salud (Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 2018).

Es por esa razén que la mayor parte de la poblacion tiene desconfianza al momento
consumir agua no tratada debido a su calidad, por esta razon las personas optan por
consumir agua embotellada de marcas reconocidas, dejando a un lado a las nuevas marcas
de aguas.

Hoy en dia existe un alto crecimiento de las industrias procesadoras de agua embotellada
para consumo teniendo un porcentaje anual de un 7% a nivel mundial existiendo asi la
posibilidad de que estas no manejen un buen control de aguas y no cumplen con los
estandares requeridos provocando que en el agua exista contaminacion de diferentes
compuestos.

En el Ecuador se asemeja a la misma realidad. Segin Euromonitor Internacional en el
ultimo reporte en el afio 2018 el consumo de agua purificada embotellada se ubic6 en
41 litros por persona disminuyendo significativamente el consumo de bebidas azucaradas
y gaseosas (Espol, 2022). Pero asi mismo ha generado desconfianza debido a que algunos
embaces de agua presentan sabores ajenos al mismo generando una duda de la calidad de
agua de lo que se esta consumiendo. En algunos casos las marcas de algunas empresas de
agua no poseen informacion del producto como es su fecha de expedicion, vencimiento
y el nimero de lote en el que fue embazado dando la idea de que no se estan cumpliendo
las normas y los estandares de calidad.

El agua que se utiliza para ser embotellada puede contener contaminantes ya sean estos
de nivel quimico o microbioldgicos llegando a desarrollarse un crecimiento de diferentes
patdgenos y concentraciones de diferentes sustancias quimicas que son perjudiciales para

la salud. Esta posible contaminacion variara dependiendo las marcas de agua, lugar,



origen, equipos que se utilizan para la manipulacion del mismo, ventilacién, exposicién
con animales durante el proceso de embotellado también al momento de su
almacenamiento y transporte. Asi mismo hoy en dia el uso de las técnicas biomoleculares
ayudan a permitir el estudio y deteccion de secuencias especificas de ADN ya sean
cortas o alargadas y genomas completos permitiendo la deteccion y replicacion  del
material genético como son sus &cidos nucleicos que constituyen las caracteristicas
especificas como son su especie y las modificaciones que se las puede realizar .Es por
ello que en el presente trabajo de caracter investigativo se  tiene como objeto estudiar y
analizar la calidad del agua de las procesadoras de agua embotellada que existen
Provincia Bolivar y que a su vez son expendidas a nivel de la Provincia determinando
asi los principales patégenos que pueden afectar al agua y estudiandolos mediante

técnicas biomoleculares.



1.2. PROBLEMA.

1.2.1. Descripcion del problema.

Actualmente las personas llevan un ritmo de vida acelerado ya sea por circunstancias de
trabajo, deporte 0 viajes hace que su consumo de agua sea mas requerido, siendo esta la
principal fuente de hidratacion, dando lugar a la produccion a gran escala de un producto
envasado que se lo puede adquirir en cualquier tienda de abastos, estando a si al alcance
de todas las personas sin importar el tiempo de vida Gtil ni la manera que se encuentra
almacenada, existiendo riesgos de consumir estos productos por un mal tratamiento de

conservacion.

En el Ecuador las diferentes compafiias que producen y embotellan agua para consumo
tienen a su favor las diferentes temperaturas que se manejan por regiones Yy gracias a ello
se mueve el consumo de bebidas, motivando asi a las empresas a crear nuevos productos.
Segun la Agencia De Regulacion Y Control Sanitario a nivel nacional existen un total de
985 plantas purificadoras y embotelladoras de agua (ARCSA, 2020).

El 22,2% de hogares tienen la incertidumbre de consumir  agua embotellada por la
razén de que al momento de ser comercializada estas no cumplen con las normas
vigentes, observandose en ocasiones que en el envase  no poseen registros sanitarios,
fecha de elaboracion, caducidad, nimero de lote y etiquetados mal realizados dando lugar
a una poca aceptabilidad del producto y ala misma vez analizando si el producto es

manejado bajo estandares de calidad (Molina & Pozo, 2018).

Segln estudios de entidades como Unicef y Banco Mundial el 17,8% de agua
embotellada en Ecuador posee contaminantes tanto quimicos como microbioldgicos.
(Relief, 2017).

El consumo de agua embotellada ha aumentado considerablemente en la provincia
Bolivar. En donde, existen diferentes empresas embotelladoras del mismo que lo

procesan siendo estas expendidas a los diferentes puntos de venta.

Mediante observaciones se puede constatar que la venta del agua embotellada puede
sufrir afectaciones como contaminacion cruzaday turbar su composicién debido a que
estos productos son expuestos a la luz del sol (rayos solares) generando asi que la
botella de plastico suelte sustancias como bisfenol A (BPA) y dioxinas que son peligrosas

cuando entran en calor; asi mismo las altas temperaturas ayudan al desarrollo



microorganismos como Escherichia coli, coliformes totales ,fecales afectando al
organismo del individuo (Gibbens, 2022). Las botellas con agua para el consumo tienen
condiciones estrictas para su acopio teniendo mucho que ver las temperaturas en las que

son almacenadas dependiendo mucho de ello su calidad.

Es por ello que en esta investigacion se pretende analizar e identificar mediante analisis
biomoleculares (PCR) y microbioldgicos la calidad del agua de las diferentes empresas
embotelladoras de agua que procesan y expenden en la provincia para a si verificar la

calidad del mismo.



1.3. OBJETIVOS
1.3.1. Objetivo general.

Evaluar la calidad microbiolégica del agua embotellada en la Provincia Bolivar a través

de andlisis biomoleculares (PCR) y cultivos microbiologicos.

1.3.2. Objetivos Especificos.

1. Determinar la calidad del agua mediante el uso de medios de cultivos especificos

para el desarrollo de microorganismos.

2. Caracterizar si existe la presencia de Listeria monocytogenes, Salmonella spp. y
Escherichia coli mediante técnicas de biologia molecular (PCR) Reaccién en

cadena de la Polimerasa en tiempo final.



1.4. HIPOTESIS.

1.4.1. Hipétesis nula (Ho)

Cada (PCR) reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo final en el agua de las
empresas embotelladoras de la Provincia Bolivar para consumo humano no se confirma

la presencia de Listeria, Salmonella y Escherichia coli  que afectan la calidad

microbioldgica del agua embotellada purificada.
Ho:py =y
1.4.2. Hipdtesis Alterna (Hi)

Cada (PCR) reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo final en el agua de las
empresas embotelladoras de la Provincia Bolivar para consumo humano se confirma la
presencia de Listeria, Salmonella y Escherichia coli que afectan la calidad

microbioldgica del agua embotellada purificada.

Hj:pg -y



CAPITULO Il

2. MARCO TEORICO.
2.1. Agua

2.1.1. Generalidades del agua

El agua es considerada una sustancia liquida que posee caracteristicas como no tener
sabor, olor y color encontrandose en la naturaleza, su molécula estad compuesta por dos
atomos de hidrogeno y también uno de oxigeno unidos a si mediante un enlace covalente.
Esta molécula del agua tiene una estructura denominada dipolar dandolo a si una gran
ventaja para disolver  cualquier tipo de sustancias conociéndole como disolvente
universal (IGME, 2022).

Figural

Estructura del agua.

Nota: Tomado de: Peralta (2022).
2.1.2. Agua embotellada

El Agua embotellada o  preservada mediante envases plasticos es agua potable que es
depositada en botellas individuales de diferentes tamafios teniendo diferentes calidades
en un promedio de medio-alto dependiendo la temperatura en la que serd almacena ya sea

en frio o al ambiente estas pueden ser agua purificada, manantial, pozo, glacial o grifo.

Segun Torres (2018), el material que es fundamental a utilizar para el proceso de
embotellamiento de agua es tereftalato de polietileno cominmente dirigido para botellas
de agua por lo que no presenta riesgos algunos para la salud. Pero en caso de que exista
una contaminacion son dificiles de analizar y es muy complejo detectar los componentes
toxicos que estos poseen, pero si hay la posibilidad de que contenga bisfenol (Waterlogic,
2019).



2.1.3. Calidad del agua

La calidad del agua es la que esta adecuada y enfocada para el consumo humano
cumpliendo caracteristicas quimicas, microbioldgicas, fisicas y organolépticas.
Dependiendo las caracteristicas segun su uso y funcién de su calidad que presenta el
agua tenemos: Aguas residuales, potables, embotelladas, de usos para riego todos estos
basados mediante normativas de regulacién que son determinadas por el (MAE)
Ministerio Del Ambiente y Agua, INEN y el (ARCSA) que es la Agencia nacional de
regulacion control y vigilancia sanitaria los cuales son los entes encargados de los
analisis de caracterizacion de las aguas a tratarse dandonos a conocer  mediante

indicadores la concentracion o calidad en la que se encuentra (Villa, 2022).

Tabla 1

Requisitos fisicos para el agua purificada

Requisito Unidad Min Max.  Método de ensayo

Color Pt-Co® - 5 NTE INEN-I1SO 7887
Turbidez NTU? - 1 NTE INEN-ISO 7027
Solidos Totales
Disueltos i

3 mg/L 3 500 2940 SO|IqOS Standard

Aguas purificadas Métodos
Envasadas

Solidos totales aguas

Purificadas _ ,

. . mg/L 500 1000 2540 SO|IE’JOS Estandar
mineralizadas Métodos
Envasadas

pH a 20 °C agua

. 45 95 NTE INEN-ISO 10523
purificada envasada

pH a 20 °C agua

Purificada mineralizada 3,8 9,0 NTE INEN-ISO 10523
Envasada

Cloro | residual mg/l Ausencia INEN. 977
Durezart. mg/l. - 300 INEN 974

Unidad en la escala PT-CO = mg/l de platino en forma de cloro platino
Unidad nefelometria turbidez (NTU) = 1 mg/L de formazina estandar.

Nota: Datos tomados del Instituto Ecuatoriano de Normalizacion INEN(2017).



Tabla 2

Requisitos microbiol6gicos

Requisito Unidad Caso n c m M Meétodo de
ensayo
Listeria UFC/100mL 10% 5 0 0 ISO
Monocytogenes 9001:2015
E. coli UFC/100mL 102 5 0 0 --- NTE
INEN-ISO
9308-1
Salmonella UFC/100mL 102 5 0 0 ISO
19250:2013

Nota: Datos tomados del Instituto Ecuatoriano de Normalizacion INEN(2017).

En lo cual:

El caso 102 representa peligro grave incapacitante, pero no amenaza con la vida las
secuelas proporcionadas son de corta duracion.

(c): es el nimero de muestras admisibles con resultados entre my M

M: es el limite maximo el cual no se acepta.

(m): es el limite maximo de aceptacion.

(n): es el nUmero de muestras a analizar.

Las normas de estos entes reguladores se basan  en los niveles de toxicidad que deben
encontrarse dentro del rango aceptable tanto para personas como animales y animales
acuaticos. Para el agua potable estas normas se establecen para asegurar una fuente de
agua aseptica  y sana para el consumo mediante esta manera se cuida la salud de las
personas.

El mal tratamiento del agua influye drasticamente sobre la cantidad y calidad del agua
de diferentes formas. El agua mal tratada y contaminada no puede utilizarse para el
consumo como es el caso de las industrias procesadoras de alimentos y la agricultura son
los principales causantes de la contaminacién debido a que no tienen un buen tratamiento
generando asi un sin numero de desechos que son vertidos en rios (Oppliger, 2019).

La Agencia Nacional De Regulacion Control y Vigilancia Sanitaria (ARCSA) es el ente
encargado de verificar el cumplimiento de la normativa en la plantas potabilizadoras y
procesadoras de agua embotellada en lo cual en caso de que esta no cumpla con los
requisitos especificos ellos se encargan de realizar los analisis microbioldgicos para

verificar la calidad de este liquido (Edicion Medica, 2021).



Figura 2
Calidad del agua

- . A
Nota: Tomado de Lablouispasteur (2018).

2.1.4. Estandares de calidad para el agua embazada.

La (OMS) es el ente encargado de establecer las normas para la calidad del agua
purificada y embazada por tal motivo es la base para el decreto de las reglas y seguridad
del agua. Los estandares de calidad de cada territorio para el agua se centran en los limites
tanto maximos como minimos para asi regular los posibles contaminantes que pueden
existir lo cual presentan un debido riesgo de afectar a la salud de todos los que lo
consumen por tal razén dependiendo el establecimiento de cada pais se adapta de acuerdo
a sus posibilidades econémicas y ambientales manteniendo controles dia a dia para asi
obtener un a agua de calidad (OMS, 2018).

Para instaurar los estdndares apropiados para el agua purificada la Organizacion
Mundial de la Salud debe establecer una investigacion descriptiva y asi mismo un analisis
que ayude comprobar si los estandares cumplen con su objetivo  establecido
encargandose asi de concretar y definir las normas las cuales son adoptadas e
implementadas para algunos territorios a nivel mundial voluntariamente debido a que
cada pais tiene libre albedrio de concretar e implementar sus propias normas pudiendo
ser menores ,iguales 0 mas rigurosas que las establecidas por la OMS (Truque, 2018).
Los estandares de calidad para el agua embotellada determinan los limites maximos y
minimos de diferentes aditivos permitiditos en el mismo y sus diferentes requerimientos
para su investigacion y seguimiento incluyendo contaminantes como microorganismos,

pesticidas, asi mismos contaminantes tanto organicos como inorganicos (Byram, 2021).
2.1.5. Tipos de agua embotellada.

Actualmente existen empresas que producen una infinidad de agua embotellada

generando asi una pequefia confusion al momento de elegir el embace con el producto

10



por lo que el agua dependiendo la marca es diferente. Cada agua procesada y embazada
ya sea mineral natural, ionizada y manantial tienen diferentes caracteristicas y aportes a
nuestro organismo debido a sus tratamientos que pasan hasta llegar al proveedory ser
expendidas, dando a si la opcion de elegir de acuerdo a la necesidad del consumidor
(Desabad, 2020).

Figura 3
Tipos de Agua embotellada
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Nota: Tomado de Bigstock (2020).

Los diferentes tipos de agua embazada no deben poseer colorantes saborizantes extractos
0 esencias ni azucares que alteren al mismo. El agua purificada, carbonatada, manantial,
ionizada yembazada son sometidas a tratamientos fisicoquimicos y de desinfeccion
de microorganismos Yy son embotelladas con tapas de cierre hermético por lo que son in-
manipulables hasta que llegue al consumidor garantizando asi que la botella no haya sido
destapada después del llenado del liquido y antes de ser comercializadas con el cliente

cumpliendo asi con los requisitos estipulados por las normas vigentes (NTE INEN, 2008).

2.1.6. Clasificacion del agua embotellada.
LA FDA cataloga los diferentes tipos de agua embotellada por su origen:
Agua de manantial artesiano.

Esta agua proviene de un manantial denominado acuifero es decir capas de rocas porosas
tanto de arena y tierra que contienen agua encontrandose bajo extrema presion en las

mismas.

Agua mineral

Es proveniente de una fuente subterranea en el cual este liquido contiene un porcentaje

de 250 partes por millon de solidos totales disueltos conteniendo minerales
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oligoelementos provenientes del origen teniendo asi muchas ventajas como por ejemplo
la reduccién de los niveles de colesterol, pero en algunos casos no puede ser ingerida
por personas hipertensas o diabetes.

Agua proveniente de un manantial.

Esta agua nace de una formacion subterranea fluyendo de manera natural hacia la
superficie recolectandose solo en el manantial y es comercializada con el nombre de Agua
manantial siendo esta agua potable por su naturaleza y mediante andlisis microbiol6gicos

es adecuada para el consumo y descartando riesgos de contaminacion.
Agua gasificada.

El agua gasificada se llega a obtener mediante un proceso en las plantas de produccion
en el cual consta de la adiccion de una cantidad de &cido carbonico disuelto de acuerdo
provocando la reaccion de efervescencia todo esto bajo las normativas establecidas
vigentes (Desabad, 2020). Su principal ventaja al momento de ingerir esta agua es que
ayuda a la secrecion de los jugos gastricos mejorando la digestion cuando se consume

alimentos pesados.

Figura 4

Agua gasificada.

72 h 5

Nota: Tomado de: Hammond (2015).

Agua ténica.

El agua tonica es procesada de manera industrial siendo carbonatada artificialmente
agregandole quinina. La quinina es de sabor muy amargo por lo que se le adiciona aztcar

hasta nivelar el sabor utilizdndose mas para cocteleria.
Bebida a base de agua saborizada.

Es una bebida que no contiene gas dandole un ligero sabor y se lo dulcifica con

edulcorantes en minimas cantidades caldricas y en algunos de estos es posible que
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contengan suplementos adicionales. El consumo de estas bebidas dependiendo el enfoque
de beneficio ayudan a la circulacion protegiendo asi los 6rganos, eliminacién de toxinas,
lubricacién de articulaciones todo esto basandose bajo la norma para el agua saborizada,
envasada y comercializada para el consumo (INTECO, 2022)

La presente norma vigente hasta la fecha establece las condiciones que se deben realizar
para el proceso de agua saborizada, embotellada y expendida como elaborado final
utilizando recipientes de diferentes sustancias y capacidades de volumen destinadas para
el consumo de la poblacidn diferenciandose de las aguas minerales naturales (INTE A50,
2018).

Agua de llave

El agua embazada también puede ser utilizada de fuentes municipales siendo tratadas

antes del embotellamiento algunos de estos incluyen procesos como son:
Ozonizacion.

Segln Valdivieso (2022), el agua ionizada es un proceso de potabilizacion que trata en
diluir el ozono en agua actuando como desinfectante para la eliminacion de bacterias,
virus y diferentes parasitos ayudando asi a la micro floculacion agrupando los sélidos

presentes destacandose por ser oxidante con diferentes potabilizadores.

Este proceso es ampliamente utilizado en el tratamiento de aguas tanto potables como
residuales debido a que ayuda a la separacion de compuestos tanto de nivel organico
como inorganico reduciendo asi su turbidez, olores extrafios, color, sabor asi mismo

sustancias toxicas que el agua puede contener (Llanos & Condo, 2022).
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Figura 5
Cémara de ozono para el agua.
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Nota: Tomado de Ferndndez (2017).

Osmosis inversa

La osmosis inversa para el tratamiento de agua se da mediante un proceso fisico quimico
haciéndolo pasar al liquido mediante membranas semipermeables de diferentes tamafios.
Logrando asi una eficiente separacion de solventes de los solutos que en este proceso
Ilevan disueltos, permitiendo asi la separacion de un 95 % eliminando asi las particulas

que puede contener (Ferrovial, 2022).
Agua mediante proceso de destilacion.

Mediante el proceso de destilacion el agua se desprovee de las sales minerales ,algunos
patdgenos , electrolitos y posibles sustancias toxicas o dafiinas estando compuesta
solamente por oxigeno e hidrogeno que pueden contener el mismo .Por lo cual la calidad
de este liquido es muy 0til en los sectores de hospitales ,laboratorios, e industrias y otras
cabe recordar que este liquido no es muy recomendable para el consumo debido al
proceso que se lo realiza por la razon de que se eliminan los electrolitos y las sales
minales siendo estas las principales que manteen a una persona hidratada (AQUAE,
2021).

Agua mediante proceso de filtracion absoluta con el uso de micras.

En este proceso de purificacion el agua atraviesa mediante filtros que pueden ser de una
micra eliminado las particulas de mayor tamafio a este, incluyendo dentro de estas
particulas del microorganismo denominado cryptosporidium causante de infecciones

estomacales.

14



Agua sin procesar.

Se caracteriza por no ser tratada ni filtrada siendo embotellandola directamente de la
fuente. Las empresas que estén a cargo del procesamiento de agua purificada embotellada
tienen el permiso para comercializarlo legalmente siempre y cuando la fuente de donde
emerge el liquido este aprobada por los entes regulatorios y que esta cumpla con los
diferentes estandares de calidad estipuladas por las normas INEN evitando exceder

limites de diferentes sustancias toxicas (Catorce , 2019).
2.1.9. Regulaciones para el agua embotellada.

Las medidas establecidas para el agua embazada cumplen ciertos requerimientos
indispensables de calidad tanto microbiologicos y fisicos quimicos una vez hecho se
realiza la distribucion a los proveedores para que sea comercializada. La norma INEN
establece controles regulatorios para mantener los estandares de calidad dando a conocer
los limites admisibles de microorganismos, posibles contaminantes y toxinas presentes

cumpliendo con los siguientes requisitos:

e El agua embotellada ya purificada debe manejar y cumplir las buenas précticas de

fabricacion y produccion.

e El agua embotellada ya purificada debe ser procesada con aguas que cumplas con las
Normas Técnicas Ecuatorianos INEN 1108.

¢ No debe presentar sabores extrafios ni olores que no sean identificados del producto.

e El agua embotellada ya purificada o mineralizada una vez en el envase debe cumplir
con los requisitos fisicos establecidos.
e El agua embotellada ya purificada o mineralizada debera cumplir con los requisitos

microbioldgicos establecidos por la presente norma.

2.1.10. Requisitos sanitarios de los procesadoras de agua.

La planta debe estar bien estructurada y construida debiendo saber que tanto los
cielorrasos, techos, paredes y pisos puedan ser sanitizados con las debidas medidas y

mantenidas en perfecto estado.

Bebe contar con ventilacion para evitar posibles olores ajenos, vapores 0 gases con
toxinas y en lo que es lavado aséptico de las botellas impedir las entradas de polvo o

humo.
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Debera contar con una distribucion adecuada de iluminacion protegiendo las areas de
produccion siendo siempre luz blanca para evitar alterar los colores.
Debe contar con malla milimétrica por los ductos de ventilacion y otros evitando asi

entrada de animales ajenos al mismo.

Debera contar con instalaciones adecuadas asépticas para lavarse las manos y disponer
de todos los implementos de limpieza.

Debe contar con los comedores y vestidores para el personal de produccién ubicandose
por separado del area de proceso y almacenamiento.

Al momento de  ser llenado, tapado, cerrado etiquetado y empacado deben ser
rigurosamente realizados de manera escéptica para evitar asi contaminaciones cruzadas
(Arteaga & Morocho, 2016).

2.1.11. Embotelladoras de agua en la Provincia Bolivar.

En la provincia Bolivar en sus diferentes cantones existen empresas que se dedican a la

produccién de agua embotellada de los cuales tenemos los siguientes:

1. En el canton Chillanes parroquia san José del tambo se encuentra la empresa
ACQUA MIA la cual es dedicada a la elaboracion de hielo, bebidas no
alcohdlicas y agua embotellada.

2. En el canton Chillanes parroquia san José del tambo en el sector Tombopamba
se encuentra laempresa  AGUA VITALINA la cual es dedicada a la elaboracion
de hielo, bebidas no alcohdlicas y agua embotellada

3. En el canton Chillanes parroquia Chillanes se encuentra la empresa  AGUA
MARIA la cual es dedicada a la elaboracion de hielo, bebidas no alcohélicas y
agua embotellada

4. En el canton Chillanes parroquia Chillanes se encuentra la empresa  AGUA
SAN PEDRO la cual es dedicada a la elaboracion de hielo, bebidas no alcoholicas
y agua embotellada

5. En el canton Chillanes parroquia  San José del Tambo, ciudadela la Colombia
se encuentra la empresa  Don Gaibor la cual es dedicada a la elaboracion de
hielo, bebidas no alcohdlicas y agua embotellada

6. En el cantén San Miguel se encuentra la empresa BEBACUA la cual es

dedicada a la produccién agua embotellada en garrafas.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

En el canton Chimbo se encuentra la empresa AQUA PURITECH la cual es
dedicada a la produccion de agua embotellada

En el canton Guaranda, en la parroquia Julio Moreno  se encuentra la empresa
AGUA CASHAPAMBENA la cual es dedicada a la elaboracion agua
embotellada.

En el canton Guaranda, en la parroquia Santa Fe  se encuentra la empresa
AQUA SANTA la cual es dedicada a la elaboracién agua embotellada.

En el canton Guaranda, en la parroquia Gabriel Ignacio Veintimilla se
encuentra la empresa RELIVE “JS” la cual es dedicada a la elaboracion agua
embotellada.

En el cantdn Guaranda, en la parroquia Guanujo se encuentra la empresa
AGUA BOLIVAR la cual es dedicada a la elaboracion agua embotellada.

En el canton Caluma, en la parroquia Caluma se encuentra la empresa AGUA
PARAISO la cual es dedicada a la elaboracion de hielo y agua embotellada.
Enel cantén Caluma, en la parroquia Caluma se encuentra laempresa AGUA
PURIFICADA EMBAZADA CALUMA la cual es dedicada a la elaboracion de
hielo y agua embotellada.

Enel canton Caluma, barrio la Fortuna via la Esmeralda se encuentra la empresa
AGUA LA FORTUNA la cual es dedicada a la elaboracion de hielo y agua
embotellada.

En el canton Caluma, recinto san Vicente se encuentra la empresa AGUA
CALUMENA la cual es dedicada a la elaboracion de hielo y agua embotellada.
En el canton Caluma, recinto LA ALSASIA se encuentra la empresa AGUA
DEL VALLE la cual es dedicada a la elaboracién de hielo y agua embotellada.
Enel canton Caluma, en la avenida la naranja se encuentra laempresa AGUA

CALUMITA la cual es dedicada a la elaboracion de hielo y agua embotellada.

2.2. Biologia molecular.

Se entiende por biologia molecular al ente encargado de estudiar, la composicion,

funciones, estructuras y las moléculas a nivel celular en los diferentes seres vivos.

Enfocandose a investigar y estudiar los diferentes acidos nucleicos 'y las proteinas como

ADN Y ARN que existen en determinados elementos cumpliendo asi funciones como

recopilar informacion genética que estas seran transmitidas por generaciones, logrando
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ser muy indispensable en diversas areas de estudio y aplicacion por su alta sensibilidad y

especificidad al momento de ser analizada en el equipo (Garcia, 2021).
2.2.1. Analisis (PCR) Reaccion en Cadena de la Polimerasa en aguas.

La (PCR) por sus siglas Reaccion en Cadena de la Polimerasa es un método empleado a
nivel de laboratorio que permite copias (In vitro) de secuencias especificas de (DNA)
acido desoxirribonucleico de diferentes muestras permitiendo asi obtener a partir de una

sola muestra millones de copias solamente de un fragmento de ADN.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es indispensable en la investigacion de la
calidad del agua permitiendo asi la identificacion, deteccion y caracterizacion de
diferentes microorganismos por lo que al momento de realizar el procedimiento arroja
resultados concretos de especificidad y sensibilidad. Para los laboratorios de control de
calidad de alimentos y aguas es muy Util utilizar esta técnica por lo que ofrece el analisis
a gran escala de muestras obteniendo los resultados de manera rapida, pero asi mismo
posee complicaciones al momento de realizar maniobras post-PCR a las muestras
obtenidas llegando a ser complicado y la indistincion mediante células vivas o muertas
que pueden existir en diferentes casos es recomendable realizar procesos convencionales
como la preparacion de agares para realizar cultivos y asi determinar los resultados
requeridos (Arcia, 2018).

Figura 6
Esquema del Mecanismo PCR.
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Nota: La figura detalla el proceso de amplificacion hasta tener suficientes muestras de
ADN. Fuente: Ramirez (2022).
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2.2.2. Electroforesis

Es muy utilizada para la apreciacion de fragmentos de ADN o proteinas de productos
obtenidos mediante PCR, estableciendose  en la capacidad de las moléculas para la
migracion de matrices solidas o agares que pueden ser de agarosa o poliacrilamida. Se
emplea para poder detectar Listeria, Salmonella, E coli entre otros, despues de haber
pasado por el método de PCR para evaluar la calidad de las aguas para consumo (Urda,
2018).

2.2.3. Microbiologia del agua

Para el agua de consumo ya sea embotellada o potable es de vital importancia realizar
analisis para la determinacion de microorganismos que pueden coexistir en el agua,
utilizando y preparando medios de cultivos (agares) para poder identificar la presencia de
cada uno de ellos mediante el conteo y la forma que presenta cada patdgeno existente.

2.2.4. Microorganismos

Los microorganismos son seres pequefios que no pueden ser vistos por el ojo humano y
para poder ser estudiados se usan equipos técnicos como microscopios que permiten
visualizar detalladamente las formas que tiene cada individuo. Existiendo diferentes
tipos de microbios de diferentes formas y tamafios dentro de estas estan las bacterias y las
arqueas que son unicelulares procariotas, protozoos que son unicelulares eucariotas y
membranas como algas y hongos (Alvarez, Reyes, & Gonzalez, 2018). Diferentes analisis
investigativos en biologia molecular utilizan los microorganismos para estudiar y
entender fendmenos determinados como la obtencion de compuestos y los mas
principales que afectan a la salud mientras que otros son inofensivos y son parte de
nuestro cuerpo. En otros casos son tomados en cuenta como de vida libre en la naturaleza
encontrdndose especialmente en areas como superficies, tierra, aguas ya sean estas

tratadas o residuales (Uriarte, 2020).
2.2.5. Bacterias

Son seres vivos que estan estructurados por una sola célula es decir son unicelulares con
un tamafio de 0,5 y,5 (um micrometros) siendo de diversas formas como son tipo
espirales, esféricas cilindricas y helicoidales y reproduciéndose mediante fision binaria o
biparticion es decir de manera asexual como es en el caso de los protozoos, bacterias y

arqueas. Seencuentran en todo habitat desarrollarse especialmente en los suelos, en aguas
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desechos radio activos, manantiales calientes. De las bacterias que coexisten en el agua
tenemos la Pseudomonas aeruginosa, Listeria, Salmonella, Escherichia coli entre
otros, siendo esta la mas perjudicial para las personas por lo que es la responsable del
90% de infecciones multiplicandose de manera intracelular en protozoos y amebas
(Aquafree, 2021). Creciendo normalmente en ambientes con suficiente agua y menos
acidos oscilando con un pH de 4 a 9 pero asi mismo se desarrollan en presencia del aire
denominandose aerobias mientras que en ausencia del oxigeno crecen las anaerobias, las
que pueden desarrollarse y vivir con o sin oxigeno son facultativas y las que pueden vivir

con una concentracion de aire muy baja son denominadas microaerofilos (OPS, 2022).

Los minerales indispensables para que puedan vivir son y hierro, potasio, azufre, calcio,
sodio, magnesio y fosforo si se llegaria a tener ausencia de estos minerales el desarrollo
y forma de vida se limitan por lo que ya no podrian sobrevivir (Liliana, Lucia, & Diana,
2020).

Figura 7
Bacterias presentes en el agua.

Nota: Tomado de Castrejos (2021).
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2.2.6. Bacterias

Escherichia Coli

Taxonomia

Tabla 3
Clasificacion Taxondmica de Escherichia coli

Taxonomia de Escherichia coli

Especie Escherichia coli
Familia Entereobacteriaceae
Genero Escherichia

Clase Gamma proteobacteria
Orden Enterobacteria les

Filo Proteobacteria

Reino Bacteria

Dominio Bacteria

Tomado de: Castellano (2022).

Se encuentra de manera natural en el tracto intestinal de diferentes mamiferos y asi
mismo en el de las personas encontrandose muy poco en el agua o tierra (suelo) que no
haya sufrido contaminacion fecal. La presencia E. coli en el agua es una fuente de
alarma de una posible y reciente contaminacion en las aguas de fuentes naturales
provenientes debido a que sufrid una contaminacion por la presencia de residuos de
animales y personas entrando al medio de diferentes métodos como en la lluvia, patas de
animales y derretimiento de nieve llegando asi la a las fuentes, rios y aguas subterraneas,
sépticas con algun dafio fosas. También puede ser el inicio de un indicativo de la presencia
de otras bacterias como virus o protozoos que causan enfermedades (Aconsa, 2022).
Escherichia coli  con su serotipo O157:H7 es causante de toxinas entre ellas tenemos
enterotoxinas, citotoxinas en especial la toxina Shiga o denominada verotoxina son
causantes de diarrea sanguinolenta y en algunos de los casos son causantes del sindrome
urémico hemolitico dafios a los rifiones (Vazquez, 2022).

Segun la Norma Técnica Ecuatoriana del Instituto Nacional De Normalizacion NTE
INEN permite tener los siguientes requisitos microbioldgicos para E coli presentada en la
tabla 2.
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Tabla 4

Requisitos microbioldgicos para el agua purificada envasada y el agua purificada

mineralizada envasada

Requisito. Unidad. Caso. n,m m,ilim M Metodo de estudio.
Recuento de
Aerobios UFC/mL 2P 25 102 NTE INEN-ISO 4833
Mesofilos
) UFC/100
E. Coli 0 -- NTE INEN-ISO 9308-1
mL
Pseudomonas  UFC/100
) 0 - NTE INEN-ISO 16266
Aeuroginosa mL

2 Caso, 19, peligro incapacitante, pero no amenaza la vida y la salud, las secuelas son raras

duraciéon moderada ICMSF 8.

bCaso 2, Utilidad; Contaminacion general, menos tiempo de vida Gtil, deterioro inicial.

n. Esel nUmero de muestras a Estudiar.

m es el limite de aceptacion.

M es el limite resaltado el cual no se acepta.

¢ esel porcentaje de muestras admisibles dando resultados entre my M.

Fuente: NTE INEN 2200 (2017).

Listeria

Tabla 5

Taxonomia de Listeria monocytogenes
Taxonomia
Dominio Bacteria
Genero Listeria
Familia Listeriaceae
Orden Bacillales
Clase Bacilli
Filo Firmicutes

Fuente: Tomado de: Fernandez (2018).
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La especie de Listeria pertenece a la familia de Listeriaceae misma que se encuentra
dentro del tipo de Bacilli y una subdivision que corresponde a Firmicutes considerandose
la especie de Listeria monocytogenes un patégeno de riesgo alto para el ser humano
(Gonzalez, 2017)

Es un microorganismo que se encuentra en el ambiente como suelo agua, desechos
fecales, gramineas, ganado y plantas pudiendo llegar por esas fuentes especialmente a
animales y personas causando listeriosis. L.monocytogenes es virulenta por su resistencia
logrando soportar diferentes ambientes por su caracteristica de formar estructuras para
protegerse denominados biofilms soportando asi desinfectantes y agentes de grado
antimicrobiano (Elika, 2021).

Tabla 6

Taxonomia Salmonella

Taxonomia

Reino Bacteria

Genero Salmonella.

Familia Enterobacteriaceae
Orden Enterobacteriales
Clase Gammaproteobacteria
Filo Proteobacteria

Fuente: Tomado de Acosta, Rosarez (2019).

Se transmite a través del agua por medio de contaminacién de residuos ya sean de
animales salvajes, ganado, porcinos, aves o0 aguas residuales. La especie Salmonella es
de genero gramnegativo perteneciente a la familia enterobacteriaceae siendo resistente
y sobreviviendo durante mucho tiempo en agua y semanas en ambientes secos (OMS
, 2018).Es una bacteria que puede estar presente en alimentos y en aguas
contaminadas afectando drasticamente el intestino, siendo la causante de la fiebre tifoidea
por el con sumo del liquido vital en malas condiciones y Salmonelosis por comer carnes
contaminadas causando especialmente efectos nocivos en el organismo como diarrea,

fiebre nauseas y vomitos durando varios dias (CDC, 2022)
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Figura 8

Contaminacion por Salmonella.

U2 %,

Nota: Tomado de Juarez (2020).

2.3. Tipos de cultivo

Los procedimientos de cultivo de microorganismos  ayudan verificar y a obtener de
manera intencional los patdgenos que se desea obtener mismos que se encuentran
presentes en los diferentes alimentos y agua. Cuando un cultivo tiene una sola especie de

microorganismo de nombra como cultivo puro Oaxénico y si posee diversas especies se

denomina cultivo mixto.
2.3.1. Cultivo puro oaxénico

Este procedimiento esta enfocado en obtener una sola especie microbiana el cual provine
de una sola célula obteniéndose en un laboratorio artificialmente teniendo las debidas
precauciones asépticas al momento de manejar el procedimiento como ejemplo esta el
uso de medios selectivos para el crecimiento de un determinado microorganismo (S.A.S,
2022).

2.3.2. Cultivo mixto

En un cultivo mixto se desarrollan y viven diferentes especies de microorganismos de

forma conjunta.
2.4. Técnicas de cultivo en placa

2.4.1. Técnica por estria en superficie

Se deposita el material en la superficie del agar extendiéndolo por la placa con un asa

esterilizada.
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Figura 9

Cultivo por estria en superficie.

, Coloniss creciendo en superfie
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A

Nota: Tomado de Miranda (2017).

2.4.2. Técnica de siembra para aislamiento por estria maltiple.

Con un asa esterilizada se toma una muestra de cultivo y se extiende por un area pequefia
de la superficie de la placa que contiene agar, realizando estrias muy juntas y sin hacer
mucha presion para evitar dafios en el agar flameando nuevamente el asa y extendiéndolo
la muestra nuevamente por otra zona de la placa realizando nuevas estrias teniendo en
cuenta que el Gltimo tramo para la siembra se lo realizara hacia el interior y se lo

incubara siempre en posicion invertida.

Figura 10

Aislamiento por estria multiple.

Nota: Tomado de Taleno (2020).

2.4.3. Técnica de cuatro cuadrantes.

Se divide la placa en cuatro cuadrantes con un rotulador, se ponen los nimeros y se
procede con el asa esterilizada a realizar la siembra en forma de estria con la muestra en

el agar nutritivo iniciando con el cuadrante 1 hasta llegar al cuatro teniendo como objeto
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que al menos en uno de los cuatro cuadrantes se encuentren bacterias aisladas
(NEUQUEN, 2021).

Figura 11

Cultivo mediante cuatro cuadrantes.

Nota: Tomado de Neuquen (2021).

2.4.4. Técnica por agotamiento o en superficie.

Con el asa previamente esterilizada se procede a depositar una sola muestra en el agar
extendiéndolo de forma de estria por toda la placa teniendo como objetd que a partir de
un nimero elevado de microorganismos  por el método de la estria se obtiene un nimero
reducido de bacterias distribuidas individualmente en la superficie del agar
(JFLADclinico, 2022).

Figura 12

Siembra por agotamiento en superficie

Nota: Tomado de JFLAbclinico (2022).

2.4.5. Técnica de siembra masiva.

Esta técnica es recomendable por lo que permite obtener un elevado numero de
microorganismos en un medio de cultivo empleando un hisopo estéril el cual se pasa por
la superficie del agar nutritivo de una placa en diferentes direcciones y para finalizar se
lo realiza por los bordes para asi garantizar el desarrollo total de los microorganismos

(NEUQUEN, 2021).
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Figura 13

Siembra masiva en placa.

Nota: Tomado de Miranda (2020).

2.4.6. Técnica de siembra por puncion.

Es utilizado para la observacion del crecimiento de los microorganismos y con el tiempo
se estudiard su morfologia o asi mismo para el subcultivo de cepas que fueron
almacenadas y conservadas en el cual con el uso de una asa micoldgica o asa recta se
toma parte de la muestra y con una puncion leve en el centro del agar, pero sin tocar el
fondo de la caja Petri se deja inocular el microorganismo que se estudiara (Reynoso &
Magnoli, 2022).

Figura 14

Siembra por puncion en placa.

Nota: Tomado de Baixar (2016).

2.4.7. Técnica de siembra por dilucion

Se inicia con la muestra inicial del cual de desea estudiar y los tubos de ensayo con el
porcentaje exacto de agua estéril que es solvente para la dilucion empezando con la
adiciéon de una cantidad exacta de la muestra para dilucion en el tubo inicial y se agitara
en un vibrador para su respectiva homogenizacién, y con un a pipeta estéril se toma la
cantidad especifica del primer tubo y de deposita en el segundo se homogenizay se repite

el caso dependiendo la diluciéon esperada realizado todo este procedimiento con la
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dilucion final se inocula un porcentaje exacto en las placas de cultivo con la ayuda de
una asa digrasky se distribuye en la placa para su cultivo y se incuba dependiendo la
temperatura y el tiempo para el microorganismo a estudiar (German, 2022).

Figura 15

Siembra por dilucion

Nota: Tomado de Barros (2022).

2.5. Técnicas de siembra para tubos.
2.5.1. Siembra en tubos por estria simple.

Estatécnica se realiza en un tubo con un medio agar solido inclinado en bisel y se desliza

el asa en la superficie de manera que se hagan en forma de surcos o estrias (Quenta, 2020).

Figura 16

Siembra en tubos por estria simple.

Siembra
en zig-zag
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Nota: Tomado de Barros (2022).

2.5.2. Siembra en tubos por picadura.

Esta técnica se realiza en un tubo con medios sélidos y semisoélidos sin inclinar con el

asa recta; en el cual con el asa esterilizada ya con la muestra se introduce el
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microorganismo al medio por el centro de la superficie del tubo hasta llegar al fondo del

tubo evitando tocar las paredes.

Figura 17
Siembra por picadura en tubo.

Nota: Tomado de Taleno (2020).

2.5.3. Siembra mixta en tubos

Esta técnica se realiza en tubos con medios solidos o semisélidos inclinados o bisel,
realizando una picadura con el asa ya con la muestra por el centro de la superficie hasta
Ilegar al fondo del tubo y la otra siembra se lo realiza en la superficie en forma de estrias

0 surcos realizando asi dos siembras (Barrera, 2019).

Figura 18

Siembra por picadura y estria.

/
5

Nota: Tomado de Barrera (2019).

2.5.4. Siembra por inoculacion o agitacion.

Con el uso de un asa previamente esterilizada se toma la cantidad de la muestra a estudiar
se introduce en el centro del medio de cultivo liquido agitdndose con dos o tres
movimientos de manera circular y tratando de no tocar las paredes del tubo, se retira el
asa del tubo y se lo esteriliza para eliminar los microorganismos que hayan quedado

adheridos al asa. (Reynoso, 2022).
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Figura 19

Siembra por agitacion.
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Nota: Tomado de Barrera (2019).

2.6. Tipos de medio de cultivo segun su funcion.

2.6.1. Medio general
Se caracteriza por lo que en este medio pueden crecer todo tipo de microorganismo que

se desea estudiar.

2.6.2. Medio selectivo.

Se caracteriza por contener algunos nutrientes especificos y su funcién principal en este
medio es que crezcan un solo tipo especifico microorganismos por ejemplo si se desea
aislar Salmonella se puede utilizar este medio para inhibir el crecimiento de otros
microorganismos (Beltran, 2022).

2.6.3. Medio diferencial

Este medio de cultivo permite la diferenciacion e identificacion de una especie de otra en
el mismo medio de cultivo dependiendo el tipo de metabolismo que los microorganismos
contengan llevando un indicador que permite observar la diferenciacion del mismo

(Viresa, 2021).

2.6.4. Medio de enriquecimiento o nutritivo.

Posee los nutrientes necesarios para que puedan crecer diferentes especies de
microorganismos consiguiendo que en este medio se logre la proliferacion méaxima de
las diferentes especies entrando extractos especialmente de carne, sangre y levaduras con
peptonas en lo cual no contiene agentes inhibidores dando lugar asi para que crezcan

diferentes especies incluyendo microorganismos exigentes (Gil, 2019).
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2.6.5. Medio minimo.

Este medio nutritivo contiene la cantidad minima de nutrientes los cuales son
indispensables para que pueda crecer una especie determinada de microorganismos sin la

presencia de aminoécidos o manteniendo muy pocos (Arumi, 2022).
2.7. Tipos de agar

Son medios  de cultivo que contienen un conjunto de nutrientes que ayudan a tener
condiciones adecuadas y necesarias para el desarrollo de los diferentes microorganismos
que se desea estudiar de los cuales los mas utilizados son:

2.7.1. Agar/Caldo LB (Luria Bertani) o Agar caldo Millers LB.
Este agar es un tipo de medio de cultivo nutritivo que no es selectivo ni diferencial, posee
triptona, extractos de levaduray cloruro de sodio NaCl, contiene los nutrientes necesarios

para el crecimiento de la materia de microorganismos (Rovira, 2022).
2.7.2. Agar sangre.

Este tipo de agar es un medio diferencial enriquecido conteniendo la combinacion de un
agar de sangre de animales mamiferos como oveja, conejo o0 en ocasiones humanos con
un nivel de concentracion de 5-10%; utilizandose para el aislamiento de microorganismos
como Streptococcus dentro de estos S. pyogenes y S. aureus. Por lo cual es diferencial
para detectar actividad hemolitica (lisis y digestion de eritrocitos) las bacterias pueden
hacer B-hemolisis que es una lisis completa y se podra apreciar un halo incoloro al
contorno de la colonia o una a-hemolisis (hemolisis parcial) apareciendo un halo se

colores verdosos alrededor de la colonia (Monteiro, 2019).
2.7.3. Agar chocolate

Este tipo de medio es un agar de sangre que se ha realizado un método de calor para que
los globulos rojos cambien a color marrén dando asi una coloracion a chocolate. Se
emplea para el aislamiento de Haemophilus influenzae y Neisseria meningitis, al
momento de la incubacion se liberan globulos rojos que son necesarios para le

crecimiento de los microorganismos (Nufioa, 2018).
2.7.4. Agar MacConkey

Este agar es un medio diferencial y selectivo creciendo bacterias gram negativas como

aerobias y anaerobias facultativas incluyendo a todo el género Enterobacteriaceae,
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Inhibiendo el crecimiento de bacterias gram positivas por lo que contiene sales biliares
y cristal violeta. Este medio es diferencial porque ayuda a detectar bacterias que
fermentan la lactosa como (Escherichia coli, klebsiella) acidificando el medio y que las
colonias y el medio tomen un color caracteristico rosado o rojizo, en el caso de que
exista presencia de (Salmonella, Proteus, Yersenia) no habra un cambio de color por lo

que estas especies no degradan la lactosa (Prieto, 2022).
2.7.5. Agar sabouraud

Este medio agar es empleado para el cultivo de hongos por lo que contiene una alta
concentracion de dextrosa y con un pH bajo logrando con esto la inhibicién de la mayoria
de las bacterias y también posee gentamicina que es un antibiético que impide el
desarrollo de bacterias gram negativas (Poincare, 2019).

2.7.6. Agar entérico de hektoen.

Este agar es un medio diferencial y selectivo especialmente para  bacterias gram
negativas como Salmonella y Shigella debido a que posee un indicador de pH en el cual
las bacterias que acidifican el medio de cultivo hacen que el agar se toné de color
amarillo o rojo y los microorganismos que lo alcalinizan el agar lo vuelven de color
azul, permitiendo asi la diferenciacion de bacterias por la presencia de Tiosulfato como
es en el caso para Salmonella que se forman colonias de color negro por la produccion

de &cido sulfarico (Rossy, 2021).
2.7.7. Agar Miiller -Hinton.

Este agar es un medio no selectivo con extractos de triptona, almidones carne e infusiones
permitiendo el crecimiento de la mayoria de microorganismos, utilizandolo para pruebas
con antibioticos y antimicrobianos debido a que la formula del agar no se encuentra tan

concentrada permitiendo asi la difusion de los antimicrobianos (Britania, 2021).
2.7.8. Agar Xilosa -Lisina-Desoxicolato (XLD).

Este medio de cultivo es de tipo selectivo y diferencial para Salmonella, Shingella el cual
es adecuado para el aislamiento de estos microorganismos de categoria Gram negativos
gue son tolerantes a las sales biliares, teniendo asi un color caracteristico rojo fenol
ayudando a diferenciar las colonias de color rosa palido. Ademas, contiene citrato de
hierro y amonio el cual permite que se pueda espectar los microorganismos productores

de &cido sulfhidrico como son colonias con centros de color negro (Valdes, 2021).
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2.7.9. Agar verde brillante

Este medio de cultivo es de tipo selectivo y es utilizado especialmente para el aislamiento
de Salmonella a excepcion de Salmonella typhi y S paratyphi.El caracteristico color
actla como un agente selectivo que inhibe el crecimiento de microorganismos Gram
positivos y asi mismo de algunos Gram negativos, los principales hidratos de carbono que
ayudan a fermentar son la lactosa y la sacarosa y el rojo fenol es el que indica el pH que
cambia a color amarillo cuando existe una produccion del acido sulfhidrico cuando las

azucares se fermentan (Rossi, 2021).
2.7.10. Agar triptona -soja (TSA)

Este medio agar es producido por la digestion enzimatica de soja y caseina es de uso
general y esta enfocado especialmente para el crecimiento de un amplia variedad de
especies incluidas dentro microorganismos aerobios y anaerobios, se lo puede utilizar en
caja Petri ya sea liquido o solido teniendo una funcion variada como es en la obtencion
de cultivos puros o con medios de enriquecimiento para obtener mas cantidad o asi
mismo se lo utiliza para él estudid de las morfologias de las colonias, creciendo en este
medio microorganismos de especies alarmantes como  Listeria, Brucella,

Corynebacterium Neisseria y Vibrio (Winkler, 2020).
2.7.11. Listeria agar cromogénico

Este medio de cultivo es preparado con suplementos selectivos y diferenciales como
son peptona de carne y triptona asi mismo contiene cloruro de litio, polinixina, &cido
nalidixico y anfotericina esta actta inhibiendo los demas microorganismos, utilizandose
especialmente para el aislamiento e identificaciébn de la especie que se encuentran
presentes en diferentes alimentos para consumo. La beta- glucosidasa es la enzima que se
encuentra presente en las especies de Listeria y mediante reacciones, combinaciones
enzimaticas cromogeénicas y de fosfolipasa se puede apreciar en un cultivo las dos
especies como Listeria monocytogenes que son colonias azules rodeadas por un halo
opaco y Listeria spp se diferencia por contener sus colonias de color azul sin halo opaco
(Thermofisher, 2021).
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CAPITULO 111

3. MARCO METODOLOGICO

3.1.1 Localizacién de la investigacion

Este proyecto investigativo se llevé a cabo en la Universidad Estatal de Bolivar, Facultad

de Ciencias Agropecuarias, Recursos Naturales y del Ambiente, Carrera de

Agroindustrias, instalaciones del Departamento de Investigacion Laguacoto 1l.

Tabla. 7

Aspectos generales del territorio

Parametro Valor
Altitud 2.630 msnm
Latitud 01°36'52"S
Longitud 78°59'54"W
Temperatura maxima 21°C
Temperatura minima 7°C
Temperatura media 14,4°C
Precipitacion media 980 mns
Heliofania(H/L) /afio 100
Humedad relativa 70%
Velocidad promedio del viento 6 m/s

Fuente: Puga (2021).

3.1.2. Situacion geogréfica y climatica.

Tabla 8

Datos de la situacion climética y geogréfica.
Parametro Valor
Altitud 2.622 msnm
Latitud 01°36'15"S
Longitud 78°59'54"W
Temperatura minima 7°C
Temperatura media anual 14.4°C
Temperatura maxima 21°C
Humedad Relativa promedio 75%
Precipitacion media anual 980 mm

Heliofania promedio

900/horas/luz/afio

Nota: Estacion Meteoroldgica Laguacoto Il. UEB (2021).
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3.1.3. Zona de vida

El lugar donde se lleva a cabo la investigacion  corresponde a una zona de vida
denominada bosque himedo montano bajo (BHMB). Segun lo propone y lo clasifica el
boténico climatdlogo L. Holdridge.

3.2. Materiales

3.2.1. Material experimental.

1 muestra de agua embotellada de una unidad de 1000 mL de las 16 empresas

procesadoras de agua para consumo que comercializan el producto la Provincia Bolivar.

3.2.2. Materiales de oficina.

e Esferos
e Lapices
e Borrador

e Hojas papel bond A4
e Calculadora

e Computadora portatil
e Carpetas

e Cuaderno para apuntes
e Portafolio

e Memoria Flash
3.2.3. Materiales de Laboratorio.

e Botellas de vidrio.

e Mechero bunsen

e Estrias para siembra

e Placas Petri

e Agares para cultivos

e Bomba eléctrica para membrana

e Pipetas

e Micropipetas y material de aspiracion
e Fundas herméticas

e Tubos de ensayo
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e Probeta

e Vasos de precipitacion

e Guantes

e Alcohol

e Algodon

e Gradillas

e Tubos de ensayo

e pH metro

e tubos Durham

e Microtubos eppendorf

e Gradillas eppendorf

e Portaobjetos

e Beaker de 250 mL
3.2.3. Equipos

e Incubadoras

e Balanza digital

e Agitador vortex

e TermOmetro

e Termociclador PCR.
e Transiluminador

e Cuba hidroneumética
e Espectrofotometro

Reactivos para tincion de gram

e Violeta de genciana

e Lugol

e Alcohol al 70%

e Acetona

e Tincion de safranina o fucsina
e Aceite de inmersion

Reactivos para Reaccion De Cadena Polimerasa (PCR).

e GoTaq Green Master Mix, 2x.



e Agua libre de nucleasas
e Cebadores o primers forwar y reverse.
e Kit de extraccion ADN.

3.3. Métodos

3.3.1. Factores en estudio

De acuerdo a las particularidades de la investigacion propuesta se plantea desarrollar los

siguientes factores para los cuales se definen a continuacion:
Factor A: Localidades
Factor B: Método de analisis

Tabla 9

Factores de estudio

Factor Cddigo  Niveles
A a1: Chimbo

az: Guaranda

Localidades as: San Miguel
as: Caluma
as: Chillanes

Meétodo de andlisis B b1: Andlisis Biomolecular PCR
b2: Cultivos

Nota: Trabajo experimental.
3.3.2. Tratamientos

Los tratamientos son derivados de los factores de estudio utilizdndose estos como

referencia para el desarrollo de la investigacion detallandose en la siguiente tabla:
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Tabla 10

Tratamientos

Tratamientos

Tratamientos  Cddigo A B
1 albl Chimbo Andlisis
Biomolecular
2 alb2 Chimbo Cultivos
3 a2bl Guaranda Andlisis
Biomolecular
4 a2h2 Guaranda Cultivos
5 a3bl San miguel Anélisis
Biomolecular
6 a3b2 San miguel Cultivos
7 adbl Caluma Andlisis
Biomolecular
8 adh?2 Caluma Cultivos
9 abhl Chillanes Analisis
Biomolecular
10 abh2 Chillanes Cultivos

Nota: Trabajo experimental.
3.3.3. Caracteristicas del experimento.

Correspondi6 a la siguiente tabla informativa:
Tabla 11

Caracteristicas del disefio

Atributos Del Disefio Factorial

Numero de factores experimentales (Fe) 2
Numero de tratamientos (t) 11
Numero de repeticiones (r) 3
Numero de unidades experimentales (txr) 33
Tamafio de unidad experimental. 1000 mL

Nota: Trabajo experimental.
3.3.4. Tipo disefio experimental o estadistico.

Se aplicara un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo factorial A x B (5 x2)

con tres repeticiones. Asi mismo se aplicara un anélisis de varianza (ANOVA) para
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establecer las diferencias entre los tratamientos el cual esta reflejado en el siguiente

modelo:
YijK =pu + Ai + Bj + (AB)ij + Eijk.
Donde:

YijK: Variable sujeta a medicion

n: Representa la media global

Ai: Es el efecto del factor A

Bj: Efecto del factor B

(AB)ij: Efecto de la interaccion A x B

Eijk: Efecto Del Error Experimental Aleatorio.

Tabla 12
Modelo de Analisis de varianza ANOVA.
F.de S. Grados de Cuadrado  Fexp Valor de P

Viabilidad Cuadrados libertad medio

Factor A SCa a-1 CMa CMa/CMe  P(F>F)
Factor B SCs b-1 CMg CMg/CMe  P(F>F§)
Factor AB  SCas (a-1) (b-1) CMas CMas/CMe  P(F>F{P)
Error SCe ab(n-1) CMEe

Total SCr abnl

Nota: Tomado de Gutiérrez (2008).
3.4. Métodos de evaluacién y datos a tomarse.
3.4.1. Variable de respuesta.

e Concentracion de bacterias

Se lo hace para  evaluar el estado del agua embotellada verificando asi la presencia o
ausencia de bacterias como E. Coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp.
garantizando asi  la eficacia del proceso de tratamiento de las aguas destinadas al
consumo humano e indicando asi el nivel limpieza y el estado de los sistemas de

distribucion basandonos bajo la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2200 2017.
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3.5. Georreferenciacion

Este método permite expresar la posicion exacta o relativa de un punto en la superficie
de la tierra en lo cual consiste en la localizacion geografia mediante coordenadas
especificas ubicando los lugares y direcciones exactas dentro de un mapa digital con el
objeto de identificar cada una de las procesadoras de agua embotellada que se encuentran
en la provincia Bolivar para lo cual el método a utilizar para tener una muy buena

precision serd de un GPS el mismo que permitira dar los puntos exactos de los lugares.

Al realizar la Georreferenciacion se lograra:
e Conocer las coberturas geograficas en donde se encuentran las empresas
expendedoras.
e Entender las ubicaciones con coordenadas y referencias del lugar donde realmente

se encuentran las empresas.
3.5.1. Recoleccion de datos

Mediante la recoleccion de datos se asegurara que la informacion sea confiable de cada
una de las muestras analizadas segun los resultados de los analisis cuantitativos
obtenidos haciéndola de manera precisa con exactitud para asi evitar errores para lo cual

se utilizara el Software Excel.
3.6. Manejo del experimento.

3.6.1. Obtencién De Muestras.

Para evitar confusiones en el manejo de esta investigacion se lo realizo bajo reglas
especificas detallandose a continuacion:

Las muestras de agua se obtuvieron en las diferentes empresas procesadoras de agua
embotellada de la provincia Bolivar encontrandose en Caluma, San Miguel, Guaranda,
Chimbo, Chillanes y Echeandia para luego ser trasladadas al departamento de
investigacion de la Universidad Estatal de Bolivar donde se realizara los respectivos

analisis propuestos por esta investigacion.

3.6.2. Codificacion e identificacion de las muestras

Las 17 muestras agua embotellada a analizar se codificaran para poder identificarlas
como la fecha que se visitd la planta para el muestreo y de acuerdo a la marca nombre de
la empresa y lugar para un mejor manejo de cada una de ellas. Especificandose de la

siguiente manera marca, nimero, fecha y localidad para identificar la muestra.
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3.6.3. Registro de las muestras.

Una vez tomada las muestras en las plantas procesadoras de agua embotellada se

procederd el registro de las muestras colocando etiquetas para el rotulado en los envases

tomando como base principal la Norma Teécnica Ecuatoriana INEN 2176:1998

catalogada como calidad de agua y técnicas de muestro en la cual menciona que deben

incluirse por lo menos los datos siguientes para el informe de muestreo:

e Localizacion y nombre del lugar o

de muestreo.

Nombre del recolector.

e Condiciones atmosféricas.

e Detalles del punto de muestro

fecha de la recoleccién.

e Meétodo de recoleccidn.

e Hora de recoleccion.

Tabla 13

e Naturaleza del pretratamiento.

e Preservante

adicionado.

0

estabilizador

e Datos recogidos en el lugar.

Codificacion, identificacion registro de las muestras y origen.

Cdodigo  Origen, Lugar de Hora
Canton Canton  procedencia
T1 San 1000 Av. Veintimilla 9:00 am
Miguel mL y 10 de enero
T2 Guaranda 1000 Santa Fe a una 3:15 pm
mL cuadra del
centro AYA
UMA
T3 Guaranda 1000 Guanujo; 4 12:32 pm
mL Esquinas
T4 Guaranda 1000  Julio Moreno 10:14 pm
mL Recinto
Cashapamba
T5 Guaranda 1000  Simiatug 13:24 pm
mL
T6 Guaranda 1000  Alpachaca 2:30 pm
Sector UEB
mL
T7 Chimbo 1000  Tamban ciud. 10:14 pm
mL Santa Marianita
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T8

T9

T10

T11

T12

T13

T14

T15

T16

T17

Caluma

Caluma

Caluma

Caluma

Caluma

Caluma

Chillanes,
San José
del
Tambo
Chillanes,
San José
del
Tambo
Chillanes,
San José
del

Tambo

Chillanes

1000
mL
1000

mL

1000
mL
1000
mL
1000

mL

1000

mL

1000

mL

1000

mL

1000

mL

1000

mL

Via Montalvo-
Recinto Tablas
De La Florida
Caluma via
Guaranda a 100
metros de
hosteria Madera
fina

Rec. La Alsacia
via el santuario
de la virgen.
Calle: Anacarcis
Camacho 1091
Av. La naranja
Via a
Charquiyacu
Recinto san
Vicente
La Fortuna S/N
Via A La
Esmeralda,
Cerca El
Complejo
Deportivo La
Roca

San José del
Tambo
(Tambopamba),
via San Vicente

Recinto la
Colombia, junto
al subcentro de
salud

Recinto Nuevo
Porvenir

Quilayaco
Calle:
Continuacion
Regulo De Mora

2:00 pm

11:12 am

10:30 am

12:23 pm

11:00 am

1:05 pm

10:30 am

11:29 am

2:15 am

10:10 am
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T18 Chillanes 1000  Frente a la 2:30pm

, escuela
San  Jose mL Colombia Alta
del
Tambo
19 Caluma 1000  Viaal valle 2:50 pm

mL

Nota: Trabajo experimental.
3.9. Analisis Microbioldgicos

3.9.1. Aislamiento de E. Coli

Se preparo el agar Mac Conkey para determinar si existe la presencia E. Coli en
las aguas embotelladas. Este agar esta compuesto por  sales biliares y cristal
violeta que impiden el crecimiento de patdgenos Gram positivos a si mismo
contiene lactosa y el indicador de pH rojo neutro que permiten la apreciacion de
los microorganismaos.

Para lo cual, en su preparacion se pes6 12 gramos de agar y se depositd en 255 mL
de agua destilada y se homogenizo hasta que la mezcla este completamente hecha
posteriormente se  dej6 reposar durante 10 minutos, luego se deposité en un
envase de laboratorio con imanes giratorios para poner en una plancha de
agitacion con calentamiento para que se disuelva por completo el agar hasta el punto
de ebullicion iniciando en numero 4, y se lo deja reposar hasta una temperatura
de 40°C , seguidamente se incorpora en las placas petri y se deja enfriar.
Posteriormente se trabajo mediante el método filtracion por membrana bajo la
Norma Técnica Ecuatoriana INEN-1ISO 9308-1 en lo cual, de las 11 muestras
de agua embotellada se extrajo 100 mililitros de cada una de ellas previamente
puestas las membranas (CHM, MPV045047H, Espafia) se depositd en el embudo
Buchner de la rampa de succion para filtracion y se filtra. Posteriormente se retiran
cuidadosamente las membranas con el uso de pinzas y se depositara en las cajas
petri previamente rotuladas con el medio de cultivo para cada una de las muestras,
y se lo procede a encubar a las temperaturas de acuerdo a las condiciones de
cultivo. Luego de ser incubados bajo aerobiosis  las colonias caracteristicas de

Escherichia Coli fermentaron la lactosa dando caracteristicas de colonias rosas o
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rojizas para confirmar se inoculo en el medio Bilis Verde Brillante en lo cual se
utilizo el método de la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 1529-6 en lo cual se
dejo incubar a 37.5°C por un periodo de 24 horas en caso de que salga negativo
se incubara durante 24 horas méas y luego se determina y analizara mediante la

tincion de Gram.
3.9.2. Aislamiento de Listeria.

Para determinar si existia la presencia Listeria en las aguas embotelladas se
utilizo Aloa Listeria, Agar Base (ISO 9001-1:2015.) Este medio esta compuesto
por peptona de carne encontrdndose dentro de estas los nutrientes necesarios
para el desarrollo asi mismo contiene extractos de levadura la cual genera la
vitamina B. El piruvato sddico actia como fuente de energia la cual ayuda a
verificar al patdgeno. ElI Acido Nalidixico, Polimixina, Cloruro De Litio,
Cicloheximida y Deftazidima ayudan a que el medio sea selectivo. Este sustrato
detecta la enzima B-glucosidasa la cual estd presente en los géneros de Listeria
colorando sus colonias de azul. El sustrato de Lipasa es la aureola de un color
caracteristico blanco opaco que este alrededor de la listeria azul (ISO 11290-
1:2004, 2012).

Para su preparacion se pesO 18 gramos de Aloa Listeria, Agar Base ( L. Mono
diferencial Agar Base) se deposité en 255 mL de agua destiladay se homogenizo
hasta que la mezcla este completamente hecha posteriormente se traslada a la
plancha de agitacion con calentamiento para que se disuelva por completo el agar
hasta el punto de ebullicion iniciando en nimero 4,luego se lo llevo al autoclave
a 121°C durante 15 min y se lo deja bajar hasta unatemperatura de 45 a 50°C
.Seguidamente de incorpora se en las placas petri y se deja enfriar.
Seguidamente  se trabajo mediante el método filtracion por membrana bajo la
Norma Técnica Ecuatoriana INEN-ISO 9308-1 en lo cual de las 11 muestras
de agua embotellada se extrajo 100 mililitros de cada una de ellas previamente
puestas las membranas (CHM, MPV045047H, Espafia) y se deposito en el
embudo Buchner de la rampa de succion para filtracion y se filtra. Posteriormente
se retiran cuidadosamente las membranas con el uso de pinzas estériles y se

depositara en las cajas Petri, con el medio de cultivo previamente rotulada para cada
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una de las muestras. Se lo procede a encubar a las temperaturas de acuerdo a las
condiciones de cultivo. Luego de ser incubados bajo aerobiosis las colonias
caracteristicas de Listeria fueron cultivadas en agar cromogénico en lo cual
se utilizo el método de la norma  1SO 11290-1 para Listeria en lo cual se dejo
incubar a 37. °C por un periodo de 24 horas en caso de que salga negativo se
incubara durante +24 horas mas y luego se determinay analizara mediante la tincion

de Gram.

3.9.3. Aislamiento de Salmonella

Para la determinacion de Salmonella spp. se preparé el agar XLD (Xilosa Lisina
Desoxicolato) para determinar si existe la presencia Salmonella en las aguas
embotelladas. Este agar esta compuesto con el extracto de levadura es la principal
fuente de nutrientes para los microorganismos que crecen en este agar
proporcionando energia las bacterias que se desarrollan en el mismo. Para inhibir
el crecimiento de bacterias gran positivas este medio contiene desoxicolocato
sodico. Asi mismo contiene lisina la cual ayuda a la diferenciacion de la

Salmonella spp.

Para su preparacion se pesd 14 gramos de medio XLD deshidratado y se
depositd en 255 mL de agua destilada y se homogenizo hasta que la mezcla este
completamente hecha posteriormente se dejo6 reposar 10 minutos luego se deposito
en una botella de laboratorio imanes giratorios para poner en una plancha de
agitacion con calentamiento para que se disuelva por completo el agar hasta el punto
de ebullicion iniciando en nimero 4, y se lo deja reposar hasta una temperatura
de 40° en bafio maria seguidamente se incorpora se en las placas petri y se deja
enfriar. se prepara las 11 muestras para trabajar mediante el método filtracion por
membrana bajo la Norma Técnica Ecuatoriana 1SO 19250:2013 en lo cual de las
11 muestras de agua embotellada se extrajo 100 mililitros de cada una de ellas
previamente puestas las membranas (CHM, MPV045047H, Espafia) se deposité en
el embudo Buchner en la rampa de succion para filtracion y se los filtra. Segun el
método utilizado por (Nufiez & Bayas, 2020) , se retiran cuidadosamente las
membranas con el uso de pinzas estériles y se depositara en las cajas petri

previamente rotuladas con los medios de cultivo y se lo procede a encubar a las
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temperaturas de acuerdo a las condiciones de cultivo. Luego de ser incubados
bajo aerobiosis las colonias caracteristicas de Salmonella que fueron de color negro
y una parte trasparente de color rojizo dependiendo el serotipo, fueron cultivadas
nuevamente en el medio XLD en lo cual se utilizo el método de la Norma
Técnica Ecuatoriana INEN-1SO 6579 enmienda dejando incubar a 41.5°C por
un periodo de 24 horas en el caso de que no exista presencia se dejara incubar

durante 24 horas mas, para posterior mente analizarlas mediante tincion de gram.
3.9.4. Tincién de Gram.

Mediante esta técnica microscépica  se permiti6  observar la coloracién y
presencia tanto de los microorganismos presentes ya sean estos gram positivos
como es Listeria que se tornaran de color azul y gramnegativos como E. coliy
Salmonella que se tornaran de color rosa. Mediante el proceso de la morfologia
celular luego de la confirmacién microscopica los aislados seran conservados en
crioviales con glicerol al 10% y caldo nutritivo para que sean congelados a -20°C

para su analisis molecular.
3.10. Analisis Molecular (PCR) Reaccién en cadena de la polimerasa.

Para el analisis molecular se aplico la metodologia de PCR convencional. En lo
cual de los aislados de las muestras de agua embotellada conseguidos de los tres
microorganismos de estudio  se les extrajo su ADN mediante el método de
aislamiento de ADN especifico (Invitrogen Thermo Scientific Genomic DNA
mini Kit, k182001, USA). Siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para la reaccion de amplificacion se utiliz6 el método de Reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) convencional permitiendo asi la identificacion y deteccion
de estos distintos genes  ejecutdndose en un volumen de total de 50 uL
conteniendo en el mismo 45uL de la mezcla de los reactivos y 5uL del ADN
extraido en lo cual se utiliz0  reactivos como: Primers Forward y Reverse
(Invitrogen, 90489462), Nuclease-Free Water (Promega, 0000334315, USA),
GoTag® Green Master Mix, 2X (Promega, 0000543067, USA) mismo que posee
una mezcla maestra que ya contiene en el mismo, tampon de reaccion en
concentraciones optimas, dNTP, ADN polimerasa GoTaq,MgClI2 y los tintes de

color amarillo y azul mismos que permiten monitorear el progreso durante el
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proceso de electroforesis. Seguidamente se coloco 45 pL de la solucion GoTag®
Green Master Mix ya preparada en un micro tubo eppendorf y se adiciono 5 pL de
AND que fueron extraidos de los aislados confirmados, se procede a llevar la
solucion lista al termociclador (Biometra TAdvanced) y se corre los ciclos
establecidos en la tabla 14 para la amplificacién en PCR de Listeria, Salmonella, E,
coli.

Los resultados se analizaran mediante electroforesis horizontal con gel de agarosa
(Agarose®) (Fisher bioreagents, BP160-100, USA) al 2%, preparado con el
tampon al 1X, adicionando 4 L del colorante Nucleic Acid Dye (Diamond™) y
se sometera a 135 voltios durante un tiempo de 30 minutos para estimar el tamafio
de los fragmentos de ADN amplificados con el uso de un marcador de pesos
molecular de 100pb (INBIO HIGHWAYBS.A, K0177).

El ADN serd amplificado mediante PCR convencional (Reaccion de Cadena
Polimerasa) con el uso de cebadores que amplifican un fragmento del gen 16S
ARNI, los iniciadores utilizados fueron descritos por (Meghdadi & Nassirabady,
2019), (Nufiez & Bayas, 2019) y (Gomez & Torres, 2022) cuyas secuencias se
detallan a continuacion:

Tabla 14

Cebadores especificos utilizados en esta investigacion

Bacteria Secuencia Pares de Referencias
bases bp
Listeria (R,5'- 388bp  (Meghdadi
monocytogenes ~ GCCGTCGATGATTTGAACTTCATC-3") &
(F,5'- Nassirabady,
GAATGTAAACTTCGGCGCAATCAG-3) 2019)
Escherichia coli (R,5'-GCTATTTCCTGCCGATAAGAGA- 212bp  (Nuiiez &
con su serotipo 3) Bavas
0157:H7 yas,
(F,5'-CCAGGCAAAGAGTTTATGTTGA- 2019)
3)
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Salmonella spp.  invaA3R (R5- 244bp (Gomez &
TCCATCAAATTAGCGGAGGC-3) Torres,
inva3F (F,5'- 2022)
AACGTGTTTCCGTCGTAAT-3")

Se efectu0 la reaccion de amplificacion con un volumen final de 50 pL, contenido
45 L de la mezclay 5 pL de ADN. Los reactivos a utilizar en la prueba PCR se
representa en la tabla 13 para cada uno de los microrganismos de estudio.

Tabla 15
Reactivos PCR para Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella spp.
Reactivos Volumen Listeriam E —coli N° de Salmonella
uni. N° de muestras spp. N° de
muestras muestras

GoTag® Green 12.5puL
Master Mix, 2X

Forwar 0.25-2.5 uL
primer,10uM 18 12 6
River ,10uM 0.25-2.5uL
DNA Templade 1-5 L
Nuclease-Free 25 pL
Water
Volumen total 729 486 243
/18=40,5  /12=40,5 uL 16=40,5 uL
uL
Tabla 16

Condiciones para el proceso de (PCR) para Listeria monocytogenes, Escherichia
coli, Salmonella spp.

#deciclos T(CC)/T TCC)/T TCC)/T Fases
Listeriam.  Salmonella Escherichia coli
1 95/2 min 3%5)5 min 95/2 min Desnaturalizacion
95/1 min 95/1 min 95/30 seg Desnaturalizacion
30 53/45seg  63/45s 56/30 seg Unidn de iniciadores
72/ 1 min  72/1 min 72/30 seg Extension
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1 72/ 7 min 72/5 min 72/5 min Extension

Nota: Tomado de: Meghdadi & Nassirabady(2019), Nufiez & Bayas (2020),
Nufiez & Bayas (2019).

Los resultados de la (PCR) fueron visualizados mediante electroforesis, en una
concentracion de agarosa del 2% en 100 mL de la solucién del tampon TAE 1X
calentandolo en un microondas evitando la ebullicidén para que no se desnaturalice.
La muestra que contiene el ADN de las bacterias se deposito en el gel de agarosa
con el marcador de peso molecular para asi evaluar el tamarfio de los fragmentos de
ADN amplificados se utiliz6 un marcador de pesos molecular 100pb (INBIO
HIGHWAYBS.A K0177) y asi mismo se depositaron los blancos positivos para
Salmonella spp, Listeria monocytogenes y Escherichia coli. ElI proceso de
electroforesis se ejecutd en 135 voltios en 30 minutos, una vez terminado este
proceso de tifio el gel en la solucion del tampdn TAE 1X durante un tiempo de
25 minutos utilizando 4 pL colorante Nucleic Acid Dye de la marca DiamondTM
una vez trascurrido el tiempo se procedio a la visualizacion en el trasiluminador
uv.

3.11. Tabulacion.

Segun los resultados obtenidos de la recoleccidn de datos se realiz6 tablas para
asi determinar los porcentajes existentes mas importantes presentando datos
estadisticos que resulten faciles de comprender en lo cual se realizé una tabulacion
de variable cuantitativa discreta y se lo analizo en el software estadistico

Statgraphics.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados de georreferenciacion con coordenadas mediante GPS.

CAPITULO IV

Los resultados adquiridos mediante georreferenciacion de los puntos donde se

encuentran las empresas se detallan en la siguiente tabla:

Tabla 17
Resultados de georreferenciacion con coordenadas mediante GPS.
Cddigo  Origen, Estado de Lugar de Coordenadas
Canton  funcionamiento  procedencia
Tl San Trabaja Av. -1.707537, -
Miguel Veintimilla 'y  79.041008
10 de enero
T2 Guaranda Trabaja Santa Fe -1.62122009, -
79.0130030
T3 Guaranda Cerrado Guanujo; 4  -1.526933, -
temporalmente  Esquinas 78.991118
T4 Guaranda Cerrado Julio Moreno -1.573704, -
temporalmente  Recinto 79.0273223
Cashapamba
T5 Guaranda  No existe Simiatug No existe
T6 Guaranda Se traslado fuera Alpachaca -1.568673, -
de la Prov. Sector UEB 79.008234
T7 Chimbo  Trabaja Tamban ciud. -1.676940,-
Santa Marianita ~ 79.034867
T8 Caluma Cerrado Via Montalvo- -1.665913,-
temporalmente  Recinto Tablas  79.257549
por De La Florida
mantenimiento
T9 Caluma Caluma  via
Guaranda a 100 -1.613984,-
Trabaja metros de  79.245890
hosteria Madera
fina
T10 Caluma Rec. La
Trabaja Alsacia via el -1.670279,-
santuario de la  79.248331

virgen.
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T11

T12

T13

T14

T15

T16

T17

T18

19

Caluma

Caluma

Caluma

Chillanes,
San José
del
Tambo
Chillanes,
San José
del
Tambo

Chillanes,
San José
del
Tambo

Chillanes

Chillanes
San José
del
Tambo
Caluma

Trabaja

Trabaja

Cerrado
temporalmente

Cerrado se

traslado fuera

Cerrado
temporalmente

Trabaja

Trabaja

Trabaja

Trabaja

Calle:
Anacarcis
Camacho 1091
Av. La naranja
Via a
Charquiyacu
Recinto san
Vicente

La Fortuna S/N
Via A La
Esmeralda,
Cerca El
Complejo
Deportivo  La
Roca

San José del
Tambo
(Tambopamba),
via San Vicente
Recinto la
Colombia,
junto al
subcentro  de
salud

Recinto Nuevo
Porvenir

Quilayaco
Calle:
Continuacion
Regulo De
Mora

Frente a la
escuela
Colombia Alta

Via al valle

-1.631103,-
79.258560

-1.587021,-

79.225773

-1.639717,-
79.254712

-1.954493, -

79.222586

-2.013524,-
79.225983

-2.171292, -
79.094989

-1.941937 -
79.062981

-2.012749,-
79.228704

-1.670390,-
79.223931

Nota: Trabajo experimental.
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Figura 20
Georreferenciacion de las empresas embotelladoras de agua en la Provincia

Bolivar

Villa'La Unio

Pallatanga

Multitud

En la tabla 17 se presenta los resultados de georreferenciacion con el uso de un
GPS y asi mismo con las coordenadas en el software ArcGIS permitiendo medir la
posicion exacta de un punto dado de una localizacion geografica mediante
coordenadas especificas ubicando los lugares y direcciones exactas dentro de un
mapa digital con el objeto de identificar cada una de las procesadoras de agua
embotellada que se encuentran en la provincia Bolivar.

Al momento de visitar cada una de las plantas procesadoras de agua embotellada
se pudo constatar que algunas no se encontraban en funcionamiento y otras se

trasladaron fuera de la provincia debido a condiciones econémicas.
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4.3. Resultados microbioldgicos

4.3.1. Cuantificacion de Listeria de las muestras de agua embotellada de las
diferentes empresas que existen en la provincia Bolivar

Tabla 18

Valores obtenidos mediante resultados microbioldgicos del primer, segundo y

tercer muestreo.

Cadigo Paramet lera 2da 3era Método de
ros repeticion repeticion repeticion Unidad analisis de
12 abril 10 de 1 junio referencia
2023 mayo 2023
2023
T1-T1,1-T1,2 135 60 35
T2-T2,1-2,2 14 6 6
T3-T3,1-T3,2 na na na
T4-T4,1-T4,2 na na na
T7-T7,1-T7,2 0 0 0
T8-T8,1-T8,2 na na na
T9-T9,1-T9,2 0 0 0
T10-T10,1-  Listeria 0 0 0 UFC/1 ISO
T10,2 00mL  9001:2015
T11-T11,1- 0 0 0
T11,2
T12-T12,1- 12 9 10
T12,2
T13-T13,1- na na na
T13,2
T15-T15,1- na na na
T15,2
T16-T16,1- 35 24 18
T16,2
T17-T17,1- 76 26 22
T17,2
T18-T18,1- 0 0 0
T18,2
T19-T19,1- 13 7 9
T19,2
Max: 0

En la tabla 18 se presenta el recuento de microorganismos de Listeria
monocytogenes encontrados en las muestras T1-T1,1-T1,2-T2,T2,1-T2,2-T12-
T12,1-T12,2-T16-T16,1-T16,2-T17-T17,1-T17,2-T19-T19,1,T19,2 de las marcas
de botellas de agua realizadas tanto en el primer y segundo muestreo, expresando

los resultados en UFC/mL, dando a conocer que no se realiza un proceso optimo
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de practicas de higiene (BPH) y buenas practicas de manufactura(BPM) durante el
proceso, asi como una buena filtracion con micras de 0,02, cloracion, asepsia
durante el trascurso de embazado, un correcto uso de la lampara de rayos
ultravioleta y un buen procedimientos de osmosis inversa; mientras que las marcas
T7-T7,1-T7,2-T9-T9,1-T9,2-T10-T10,1-T10,2-T11-T11,1-T11,2-T18-T18,1-
T18,2 no presentan ninguna concentracion de UFC/mL indicando asi que estas
muestras de las empresas cumplen con los parametros establecidos que es <1,0
x10° representando ausencia.

4.3.2. Aislamiento, purificacion e identificacion microscopica de las colonias
de Listeria presentes en las muestras de agua embotellada de las empresas
gue expenden en la provincia Bolivar.

Tabla 19

Identificacién y diferenciacién microscopica mediante tincion de gram de las

colonias aisladas de Listeria de las muestras de agua purificada y embotellada.

Muestra  Cddigo Gram

Tl Bacilos (+)
T1 T1.1 Bacilos (+)
T1,2 Bacilos (+)
T2 Bacilos (+)
T2 T2.1 Bacilos (+)
T2,2 Bacilos (+)
T12 Bacilos (+)

T2 1121 Bacilos (+)
T12,2 Bacilos (+)
T16 Bacilos (+)
T16 1161 Bacilos (+)
T16,2 Bacilos (+)
T17 Bacilos (+)
T 1171 Bacilos (+)
T17,2 Bacilos (+)
T19 Bacilos (+)
T19 1191 Bacilos (+)
T19,2 Bacilos (+)
Nota: Trabajo experimental.
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Tabla 20

Anova para Listeria.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 17461,3 10 1746,13 5,16 0,0006**

grupos

Intra 74420 22 338,273

grupos

Total 24903,3 32

Nota: Trabajo experimental

En la tabla 20 se detallan el resultado del analisis de Listeria de los diferentes

tratamientos, indicando que existe diferencia estadisticamente significativa para

cada uno de los tratamientos

realizados de las muestras, puesto que los valores

de p son menores que 0,05 incidiendo los resultados de Listeria con un 95,0 % del

nivel de confiabilidad.

Por lo tanto, debido a que existe una diferencia estadisticamente significativa entre

estos factores se realiz6 un analisis de pruebas de rangos multiples por el método

de Tukey HSD para determinar las medias de cada repeticion.

Tabla 21

Pruebas de Mdltiple Rangos para Listeria por el método de Tukey HSD.

Tratamient Casos Media Grupos

0S Homogéneos
T18 3 0 A
T9 3 0 A
T7 3 0 A
T10 3 0 A
T11 3 0 A
T2 3 866 A
T19 3 966 A
T12 3 1033 A
T16 3 25,66 AB
T17 3 41,33 AB
Tl 3 76,66 B

Nota: Trabajo experimental

58



En la tabla 21 se detalla que la media més alta para Listeria  corresponde a la
marca de agua embotellada T1 con un porcentaje de la media de 76,66 seguido
por T17 con una concentracion 41,33 encontrandose asi los mas altos de todas
las otras marcas, mientras que en T2 tiene una concentracion de media de 8,66
en las tres repeticiones siendo un resultado de media m&s bajo de Listeria y asi
mismo con los demé&s demostrando asi que existe una diferencia estadistica.

A continuacion, se detalla el grafico de medias:

Figura 21
Medias de los porcentajes de Listeria

Medias y 95,0% de Tukey HSD

120 — =]

90 — —

60 —

30 |~ —

TL Ti0 T11 T2 T16 T17 T18 T19 T2 T7 T9
Tratamientos

Nota: Trabajo experimental

En la figura 21 se detalla que las medias de cada muestra en los porcentajes de

concentracion de Listeria son diferentes destacandose en cada una de estas, por tal

razdn se comprueba que existe una diferencia estadisticamente significativa con

un 95% de confianza.
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4.3.3. Cuantificacion de E. coli de las muestras de agua embotellada de las

diferentes empresas.

Tabla 22
Valores obtenidos mediante resultados microbioldgicos del primer y segundo
muestreo.
Cadigo Paramet lera 2da 3era Metodo
ros repeticion  repeticion repeticion Unidad de
12 abril 10 de 1 junio analisis
2023 mayo 2023 de
2023 referencia
T1-T1,1-T1,2 53 24 15
T2-T2,1-2,2 0 0 0
T3-T3,1-T3,2 na na na
T4-T4,1-T4,2 na na na
T7-T7,1-T7,2 0 0 0
T8-T8,1-T8,2 na na na
T9-T9,1-T9,2 0 0 0
T10-T10,1- 17 12 9
T10,2
T11-T11,1- 0 0 0 UFC/10 NTE
T11,2 OmL INEN-
T12-T12,1- E. coli 0 0 0 ISO 9308-
T12,2 1
T13-T13,1- na na na
T13,2
T15-T15,1- na na na
T15,2
T16-T16,1- 0 0 0
T16,2
T17-T17,1- 37 14 10
T17,2
T18-T18,1- 0 0 0
T18,2
T19-T19,1- 16 12 10
T19,2
Max:0

Nota: Trabajo experimental.

Enlatabla 22 se presenta el recuento de microorganismos de E. Coli  encontrados
en las muestras T1-T1,1-T1,2-T10-T10,1-T10,2-T17-T17,1-T17,2-T19-T19,1-

T19,2 de las marcas de botellas de agua realizadas tanto en el primer y segundo

muestreo, expresando los resultados en UFC/mL, dando a conocer que no se realiza

un proceso 6ptimo de practicas de higiene (BPH) durante el proceso, asi como una
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buena filtracion con micras de 0,02, cloracion, asepsia durante el trascurso de
embazado, un correcto uso de la lampara de rayos ultravioleta y un buen
procedimientos de osmosis inversa; mientras que las marcas T2-T2,1-T2,2-T7-
T7,1-T7,2-T9-T9,1-T9,2,T11-T11,1-T11,2,T12-T12,1-T12,2-T16-T16,1-T16,2-

T18-T18,1-T18,2 no presentan ninguna concentracion de UFC/mL indicando asi
que estas muestras de las empresas cumplen con los parametros establecidos por

la norma NTE INEN 2200 que es <1,0 x10° representando ausencia.

4.3.4. Aislamiento, purificacion e identificacion microscopica de las colonias
de E. Coli presentes en las muestras de agua embotellada de las empresas que
expenden en la Provincia Bolivar.

Tabla 23

Identificacion y diferenciacién microscopica mediante tincién de gram de las

colonias aisladas de E. Coli de las muestras de agua purificada y embotellada.

Muestra  Cddigo Gram

Tl Bacilos (-)
T1 T1,1 Bacilos (-)
T1,2 Bacilos (-)
T10 Bacilos (-)

T10 T10,1 Bacilos (-)
T10,2 Bacilos (-)
T17 Bacilos (-)
T17 T17,1 Bacilos (-)
T17,2 Bacilos (-)
T19 Bacilos (-)
T19 T19,1 Bacilos (-)
T19,2 Bacilos (-)

Nota: Trabajo experimental.
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Tabla 24
Anova Escherichia coli.

Fuente Suma de GI Cuadrado Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 3435,21 10 343,521 0,0002**

grupos

Intra 1264,67 22 57,4848

grupos

Total 4699,88 32

Nota: Trabajo experimental

En la tabla 24 se detallan el resultado del andlisis de Escherichia coli.

diferentes tratamientos,

de los

indicando que existe diferencia estadisticamente

significativa para cada uno de los tratamientos realizados de las muestras, puesto

que los valores de p son menores que 0,05 incidiendo los resultados de Escherichia

coli. con un 95,0 % del nivel de confiabilidad.

Por lo tanto, debido a que existe una diferencia estadisticamente significativa entre

estos factores se realiz6 un analisis de pruebas de rangos multiples por el método

de Tukey HSD para determinar las medias de cada repeticion.

Tabla 25

Pruebas de Multiple Rangos para Escherichia coli por el método de Tukey HSD.

Tratamient Casos Media Grupos

0S Homogéneos
T2 3 0 A
T9 3 0 A
T7 3 0 A
T16 3 0 A
T11 3 0 A
T18 3 0 A
T12 3 0 A
T19 3 12,66 AB
T10 3 12,66 AB
T17 3 20,33 AB
Tl 3 30,66 B

Nota: Trabajo experimental
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En la tabla 25 se detalla que la media mas alta para Escherichia coli. corresponde
a la marca de agua embotellada T1 con un porcentaje de media de 30,66 seguido
por T17 con una concentracion 23,33 encontrandose asi los mas altos de todas
las otras marcas, mientras que en T12 tiene una concentracion de media de 12,66
en las tres repeticiones siendo un resultado de media  bajo de Escherichia coli.
y asi mismo con los demés demostrando asi que existe una diferencia estadistica.

A continuacion, se detalla el grafico de medias:

Figura 22
Medias de los porcentajes de Escherichia coli.

Medias y 95,0% de Tukey HSD
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Nota: Trabajo experimental

En la figura 22 se detalla que las medias de cada muestra en los porcentajes de
concentracion de E. Coli son diferentes destacandose en cada una de estas, por tal
razdn se comprueba que existe una diferencia estadisticamente significativa con

un 95% de confianza.
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4.3.5. Cuantificacion de Salmonella de las muestras de agua embotellada de las
diferentes empresas.

Tabla 26
Valores obtenidos mediante resultados microbioldgicos del primer y segundo
muestreo.
Cddigo Paramet lera 2da 3era Método de
ros repeticion repeticion repeticion Unidad  analisis de
12abril 10 de 1 junio referencia
2023 mayo 2023
2023
T1-T1,1-T1,2 0 0 0
T2-T2,1-2,2 0 0 0
T3-T3,1-T3,2 na na na
T4-T4,1-T4,2 na na na
T7-T7,1-T7,2 0 0 0
T8-T8,1-T8,2 na na na
T9-T9,1-T9,2 Salmone 0 0 0
T10-T10,1- lla 0 0 0
T10,2
T11-T11,1- 0 0 0 UFC/10
T11,2
T12-T12,1- 13 8 9 OmL 150
T12,2 19250:2013
T13-T13,1- na na na
T13,2
T15-T15,1- na na na
T15,2
T16-T16,1- 0 0 0
T16,2
T17-T17,1- 0 0 0
T17,2
T18-T18,1- 0 0 0
T18,2
T19-T19,1- 57 24 16
T19,2
Max: 0

Nota: Trabajo experimental

En la tabla 26 se presenta el recuento de microorganismos de Salmonella
encontrados en las muestras T12-T12,1-T12,2 y T19-T19,1-T19,2 de las marcas
de botellas de agua realizadas tanto en el primer y segundo muestreo, expresando
los resultados en UFC/mL, dando a conocer que no se realiza un proceso 6ptimo

de practicas de higiene (BPH) durante el proceso, asi como una buena filtracion
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con micras de 0,02, cloracion, asepsia durante el trascurso de embazado, un
correcto uso de la lampara de rayos ultravioleta y un buen procedimientos de
osmosis inversa; mientras que las marcas T1-T1,1-T1,2-T2-T2,1-T2,2-T7-T7,1-
T7,2-T9-T9,1-T9,2-T10-T10,1-T10,2-T11-T11,1-T11,2-T16-T16,1-T16,2-T17-
T17,1-T17,2-T18-T18,1-T18,2 no presentan ninguna concentracion de UFC/mL
indicando asi, que estas muestras de las empresas cumplen con los pardmetros
establecidos que es <1,0 x10° representando ausencia.

4.3.6. Aislamiento, purificacion e identificacion microscopica de las colonias
de Salmonella presentes en las muestras de agua embotellada de las empresas
gue expenden en la provincia Bolivar

Tabla 27

Identificacion y diferenciacién microscopica mediante tincién de gram de las
colonias aisladas de Salmonella spp. de las muestras de agua purificada

embotellada.

Muestra  Cddigo Gram
T12 Bacilos (-)
T12 T12.1 Bacilos (-)
T12.2 Bacilos (-)

T19 Bacilos (-)
T19 T19.1 Bacilos (-)
T19.1 Bacilos (-)

Nota: trabajo experimental.
Tabla 28
Anova para Salmonella spp.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 2947,58 10 294,758 6,76 0,0001**

grupos

Intra 958,667 22 43,5758

grupos

Total 3906,24 32

Nota: Trabajo experimental
En la tabla 28 se detallan el resultado del anélisis de Salmonella spp. de los

diferentes tratamientos, indicando que existe diferencia estadisticamente

65



significativa para cada uno de los tratamientos realizados de las muestras, puesto
que los valores de p son menores que 0,05 incidiendo los resultados de Salmonella
con un 95,0 % del nivel de confiabilidad.

Por lo tanto, debido a que existe una diferencia estadisticamente significativa entre
estos factores se realiz6 un analisis de pruebas de rangos multiples por el método

de Tukey HSD para determinar las medias de cada repeticion.

Tabla 29
Pruebas de Mdltiple Rangos para Salmonella por el método de Tukey HSD.

Tratamient Casos Media Grupos

0S Homogéneos
T9
T11
T1
T16
T17
T18
T10
T2
T7 0

T12 10,0
T19 3 32,33
Nota: trabajo experimental.

W W W WwWwwww w
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En la tabla 29 se detalla que la media més alta para  Salmonella spp corresponde
a la marca de agua embotellada T19 con un porcentaje de media de 32,33 seguido
por T12 con una concentracion 10,0 encontrdndose asi los mas altos mientras
que las otras marcas no presentan medias debido a que no hubo presencia de
microorganismos, pero existiendo una diferencia estadistica para los dos
tratamientos.

A continuacion, se detalla el grafico de medias:
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Figura 23
Medias de los porcentajes de Salmonella spp.

Medias y 95,0% de Tukey HSD
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Nota: Trabajo experimental

En la figura 23 se detalla que las medias de cada muestra en los porcentajes de
concentracion de Salmonella son diferentes destacAndose en cada una de estas, por
tal razén se comprueba que existe una diferencia estadisticamente significativa

con un 95% de confianza

4.3.7. ldentificacion de Listeria monocytogenes, Salmonella spp. y Escherichia
coli mediante Reaccién de Cadena Polimerasa (PCR).

Una vez purificadas las muestras en agares selectivos tras confirmaciones tanto
microscopicas como microbioldgicas de cada microrganismo como son Listeria,
Escherichia coli y Salmonella se procedi6 a la extraccion de ADN y analisis
molecular para lo cual se utiliz6 Genomic DNA Mini kit k182001 en el cual se
realizé de acuerdo al protocolo del fabricante conteniendo en el mismo todos los
reactivos necesarios para realizar el proceso. Una vez terminada extraccion de ADN
de los tres microrganismos se analiza el porcentaje de pureza en el
Espectrofotometro Nanodrop One Marca: THERMO SCIENTIFIC observando
los resultados de pureza de ADN que contine cada microorganismo.

Para la extraccion de ADN se emple6 un total de 36 aislados de Listeria,
Escherichia coli y Salmonella que fueron obtenidos de las muestras de las empresas

de agua embotellada que existen en la provincia Bolivar tras previos analisis
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microbioldgicos selectivos y comprobaciones microscdpicas como es la técnica de
tincion de gram.

4.3.8. Concentracion y calidad de ADN extraida mediante Genomic DNA Mini
kit k182001

La cuantificacion de ADN se realizd mediante absorbancia UV a 260 nm. El

rendimiento obtenido es las eluciones que fueron realizadas de 2x200 pL.

Concentracion de ADN de Listeria

Tabla 30

Concentracion de ADN mediante Espectrofotdmetro Nanodrop para Listeria

monocytogenes.

Aislados de Nanodrop
listeria

Caodigo ng/uL
T1 73,9
T1 68,3
T1 80,5
T2 48,9
T2 56,4
T2 78,5
T12 98,2
T12 87,4
T12 93,5
T16 78,5
T16 65,1
T16 57,8
T17 104,3
T17 98,5
T17 107,2
T19 54,6
T19 78,9
T19 63,6
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Concentracion de ADN de Escherichia coli

Tabla 31

Concentracion de ADN mediante Espectrofotometro Nanodrop para Escherichia

coli
Escherichia Nanodrop
coli
Caodigo ng/uL
T1 56,8
T1 70,5
T1 68,9
T10 93,4
T10 76,7
T10 87,6
T17 101,8
T17 99,4
T17 102,5
T19 89,1
T19 97,2
T19 83,9

Concentracion de ADN de Salmonella

Tabla 32
Concentracion de ADN mediante Espectrofotometro Nanodrop para Salmonella
Salmonella Nanodrop
Caodigo ng/pL
T12 54,7
T12 77,2
T12 94,6
T19 48,9
T19 62,4
T19 70,6
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Los resultados de cada una de las concentraciones presentan indices recomendados
de pureza como son en las relaciones de absorbancia de (260/280) considerandose
que un ADN de pureza optima debe tener un valor de un rango > 1.6 a 2.1
(Departamento de control de calidad del Banco Nacional de ADN, 2020).

El rendimiento de ADN varia segun la muestra y el contenido de ADN de la
muestra.

Dando a conocer que los resultados obtenidos de ADN tienen una concentracion
optima y satisfactoria para realizar andlisis de grado molecular.

Entre un total de los 36 aislados de Listeria, Escherichia coli y Salmonella que se
extrajo el ADN con el Genomic DNA Mini kit k182001, se logrd obtener
diferentes concentraciones de ADN, obteniendo el valor més alto para Listeria
que dé fue T17 con 107,2 ng/uLy menor T2 con 48,9 ng/uL, para Escherichia
coli el mas alto fue T17 con 102,5 ng/pL y menor T1 con 56,8 ng/uL y para
Salmonella el tratamiento T12 con un valor de 94,6 ng/pL y menor con T12 con
54,7 ng/pL todos estos resultados obtenidos estuvieron dentro de los valores de

referencia considerandose ADN de calidad optima. .

4.4. Analisis molecular

4.4.1. Deteccidn de Listeria monocytogenes mediante reaccion de cadena de
polimerasa (PCR).

Del ADN extraido de los aislados de Listeria monocytogenes fue analizado y
amplificado mediante el método descrito por (Meghdadi & Nassirabady, 2019).Para
la amplificacion de Listeria monocytogenes se utilizd los cebadores de marca
Invitrogen cuya secuencia fueron: Listeria (R,5'-
GCCGTCGATGATTTGAACTTCATC-3") y Listeria (F,5'-
GAATGTAAACTTCGGCGCAATCAG-3') que reconocen el género de Listeria
amplificado en fragmentos aproximadamente de 388 bp.

De las 11 muestras recogidas por triplicado, tres para cada codigo pertenecieron a
T1, T2, T12, T16, T17, T19 mismas que fueron extraidas el ADN y analizadas
mediante PCR

Las condiciones en el termociclador para realizar el proceso fueron las siguientes:
Un ciclo a 95°C durante un tiempo de dos mintos,30 ciclos de desnaturalizacion a

95°C por un minuto, el anillamiento a 53°C por un tiempo de 45 segundos, la
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extension a 72°C por un minuto y la extension final a 72°C por 7 minutos y para
que se mantenga se bajé a 4 °C durante un tiempo de 7 minutos.

Mediante el andlisis PCR y la técnica de electroforesis tras observar en la foto
documentador con luz ultravioleta los resultados de los aislados pertenecieron a la
especie de L. monocytogenes en el cual se utilizd controles positivos de Listeria
monocytogenes.

Figura 24

Resultados de electroforesis después de realizar PCR con los aislados de

Listeria donde pb es el marcador de peso molecular, L+ es el control positivoy T

son las muestras de ADN.
pb L+T1TITIT2T2T2T12T12T12T16T16 T16T17T17T17T19

4.4.2. Deteccion de Escherichia coli mediante reaccion de cadena de
polimerasa (PCR).

Del ADN extraido de los aislados de Escherichia coli fue analizado y amplificado
mediante el método descrito por (Nufiez & Bayas, 2019).

Para la amplificacién se utilizé los cebadores con su serotipo O157:H7 de marca
Invitrogen cuya secuencia fueron: E. Coli (R,5-
GCTATTTCCTGCCGATAAGAGA-3') y E. coli (F,5-
CCAGGCAAAGAGTTTATGTTGA-3") que reconocen el género de Escherichia coli
amplificado en fragmentos aproximadamente de 212 bp.

De las 11 muestras recogidas por triplicado, tres para cada una de las marcas
pertenecieron a T1, T10, T17 y T19 mismas que fueron extraidas el ADN y
analizadas mediante PCR.

Las condiciones en el termociclador para realizar el proceso fueron las siguientes:
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Un ciclo a 95°C durante un tiempo de dos mintos,30 ciclos de desnaturalizacion a
95°C por 30 segundos, el anillamiento a 56°C por un tiempo de 30 segundos, la
extension a 72°C por 30 segundos y un ciclo final a 72°C por cinco minutos y para
que se mantenga se bajo a 4 °C durante un tiempo indefinido.

Mediante el andlisis PCR y la técnica de electroforesis tras observar en la foto
documentador con luz ultravioleta los resultados de los aislados pertenecieron a la
especie de Escherichia coli perteneciente al serotipo OH:157 en el cual se utilizé

controles positivos de Escherichia coli.

Figura 25
Resultados de electroforesis después de realizar PCR con los aislados de

Escherichia coli donde pb es el marcador de peso molecular E+ es el blanco

positivo y T son las muestras de ADN.
pb E+TITIT1T10T10T10T1/7/T1/T17T7T19

4.4.3. Deteccidn de Salmonella spp. mediante reaccion de cadena de polimerasa
(PCR).

Del ADN extraido de los aislados de Salmonella spp. fue analizado y amplificado
mediante el método descrito por (Nufiez & Bayas, 2019).

Para la amplificacion se utilizd los cebadores de marca Invitrogen cuya secuencia
fueron: invaA3R (R,5-TCCATCAAATTAGCGGAGGC-3") y inva3F (F,5'-
AACGTGTTTCCGTCGTAAT-3") que reconocen el género de Salmonella spp.
amplificado en fragmentos aproximadamente de 244 bp como lo menciona (Gomez
& Torres, 2022)

De las 11 muestras recogidas por triplicado, tres para cada una de las marcas en las
tres repeticiones pertenecieron a T12 y T19 mismas que fueron extraidas el ADN

y analizadas mediante PCR.
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Las condiciones en el termociclador para realizar el proceso fueron las siguientes:
Un ciclo a 95°C durante un tiempo de 5 mintos,30 ciclos de desnaturalizacion a
95°C por un minuto, el anillamiento a 63°C por un tiempo de 45 segundos, la
extension a 72°C por un minuto y la extension final a 72°C por 5 minutos y para
que se mantenga se bajé a 4 °C durante un tiempo indefinido.

Mediante el andlisis PCR y la técnica de electroforesis tras observar en la foto
documentador con luz ultravioleta los resultados de los aislados pertenecieron a la
especie de Salmonella spp en el cual se utilizé controles positivos de Salmonella
spp.

Figura 26

Resultados de electroforesis después de realizar PCR con los aislados de
Salmonella spp. donde pb es el marcador de peso molecular S+ es el control

positivo y T son las muestras de ADN.

bp s+T12T12T12T19T19 T19

244bp — W— | ——— — — e

Tabla 33
Resultados de ADN extraido y analizado mediante reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) de Listeria monocytogenes.

Aislados  Nanodrop

cotigo nguL PR
Tl 73,9 +
Tl 68,3 +
T1 80,5 +
T2 48 9 +
T2 56,4 +
T2 78,5 +
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T12 98,2 +

T12 87,4 +
T12 93,5 +
T16 78,5 +
T16 65,1 +
T16 57,8 +
T17 104,3 +
T17 98,5 +
T17 107,2 +
T19 54,6 +
T19 78,9 +
T19 63,6 +

En la tabla 33 se muestran los resultados de los 18 aislados analizados mediante
PCR con los primers especificos como son Listeria F y Listeria R, teniendo buenos
resultados positivos para Listeria, dando a analizar en las bandas del marcador de
peso molecular un estimado de 388 pb dando positivo para el género de estudio.
Tabla 34

Resultados de ADN extraido y analizado mediante reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) de Escherichia coli.

Escherichia Nanodrop

coli. PCR
Cadigo ng/uL
T1 56,8 +
T1 70,5 +
T1 68,9 +
T10 93,4 +
T10 76,7 +
T10 87,6 +
T17 101,8 +
T17 99,4 +
T17 102,5 +
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T19 89,1 +
T19 97,2 +
T19 83,9 +

La tabla 46 muestra los 12 aislados analizados mediante PCR con los primers
especificos como son E. coli Fy E. coli R, teniendo buenos resultados positivos
para Escherichia coli mismo que reconocio el serotipo O157:H7 mostrando en las
bandas caracteristicas un estimado de 212bp.

Tabla 35

Resultados de ADN extraido y analizado mediante reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) de Salmonella spp.

Salmonella Nanodrop

PCR

Cadigo ng/uL

T12 54,7 +
T12 77,2 +
T12 94,6 +
T19 48,9 +
T19 62,4 +
T19 70,6 +

En la tabla 35 se muestran los 6 aislados analizados mediante PCR con los
primers especificos como son Inva3F y Inva3R, teniendo buenos resultados
positivos para Salmonella mostrando en las bandas caracteristicas un estimado de
244pb.

4.4.4. Frecuencias y porcentajes para casos positivos

Tabla 36
Tabla de frecuencias y porcentajes para casos positivos de Listeria

monocytogenes por PCR.

Positivas Frecuencias Porcentaje
PCR %
T1 3 17
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T2 3 17
T12 3 17
T16 3 17
T17 3 16
T19 3 16
Total 18 100

En la tabla 36 se puede observar los porcentajesy frecuencias de los casos que
salieron positivos para PCR encontrandose 18 casos positivos para Listeria
monocytogenes conformados por T1 (3/18) con un 17%, T2 (3/18) con un 17%,
T12 (3/18), con un 17%, T16 (3/18) con un 17%, T17 (3/18) con un 16%, y T19
(3/18) con un 16% encontradas en las diferentes muestras de marcas de agua
embotellada que se encuentran en los diferentes cantones de la Provincia Bolivar.
Tabla 37

Tabla de frecuencias y porcentajes para casos positivos de Escherichia coli.

Positivas PCR Frecuencias Porcentaje
%
T1 3 25
T10 3 25
T17 3 25
T19 3 25
Total 12 100

La tabla 37 se puede observar los porcentajes y frecuencias de los casos que salieron
positivos para PCR encontrandose 12 casos positivos para Escherichia coli
conformados por T1(3/12) con un 25%, T10(3/12) con un 25%, T17 (3/12) con un
25%, T19 (3/12) con un 25%, encontradas en las diferentes muestras de marcas de
agua embotellada que se encuentran en los diferentes cantones de la Provincia
Bolivar.

Tabla 38

Tabla de frecuencias y porcentajes para casos positivos de Salmonella spp.

Positivas  Frecuencias Porcentaje
PCR %
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T12 3 50
T19 3 50
Total 6 100

En la tabla 38 se puede observar los porcentajesy frecuencias de los casos que
salieron positivos para PCR encontrandose 6 casos positivos para Salmonella spp.
conformados por T12 (3/6) con un 50%, T19 (3/6) con un 50%, encontradas en las
diferentes muestras de marcas de agua embotellada que se encuentran en los
diferentes cantones de la Provincia Bolivar.

Como se puede evidenciar en las tablas mostradas se comprobd un mayor nimero
de casos positivos para los microrganismos de estudio tanto de Listeria
monocytogenes, Escherichia coli y Salmonella spp. en las diferentes marcas de agua
que se encuentran en los cantones de la provincia. Segun Sanchez, (2019), la
presencia de estos microrganismos da a conocer si el agua es apta 0 no para
consumirla mostrando en los resultados microbioldgicos las condiciones sanitarias
del producto tanto como manipulacion, embotellamiento y proceso. Tomando en
(Swistock, Efectos de las bacterias coliformes sobre la salud, 2023)cuenta que los
microrganismos presentes sobrepasan los pardmetros establecidos por la norma
NTE INEN 2200:2017.  Existen diferentes factores al momento de purificar el
agua como son las micras de los filtros de agua que no se encuentran en un numero
a adecuado 0 no son cambiadas durante mucho tiempo, algunos de los equipos
para la purificacion del agua no tienen un buen mantenimiento o no los realizan
existiendo un mal proceso de purificacion dando lugar a que existan la presencia
de microrganismos en el agua. Para Swistock( 2023), la precencia de estos
microoganismos patogesnos puede llevar a un estado de  efermedades
gastrointestinales y en casos mas delicados sindrome hemolitico huremico
(SUH/SHU) siendo en este caso los mas perjudicados los nifios y personas de
tercera edad causando inclusive hasta la muerte.Por lo tanto los estandares
establecidos por las normas vigentes establece que no existan bacterias coliformes
precentes en el agua embotellada para consumo humano.Para (Aconsa,
2022)Aconsa (2023), las personas que consuman una agua mal tratada ya sea de

diferentes fuentes tanto embotellada, potable,de rios o riachuelos  corren el
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riesgode infectarse con la toxina de Escheriachia coli mismos que es productor de
la toxina shiga (STEC).
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4.5. COMPROBACION DE LA HIPOTESIS

4.5.1. Hipotesis nula (Ho)

Cada (PCR) reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo final en el agua de las
empresas embotelladoras de la Provincia Bolivar para consumo humano no se
confirma la presencia de Listeria monocytogenes, Salmonella spp. y Escherichia

coli que afectan la calidad microbioldgica del agua embotellada purificada.

Hop:py =1y
4.5.2. Hipotesis Alterna (Hi)

Cada (PCR) reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo final en el agua de las
empresas embotelladoras de la Provincia Bolivar para consumo humano se
confirma la presencia de Listeria monocytogenes, Salmonella spp. y Escherichia

coli que afectan la calidad microbioldgica del agua embotellada purificada.

Hj:pg -y
4.5.3. Verificacion de hipdtesis

Los resultados obtenidos mediante analisis estadisticos aplicando la prueba Tukey
indica que existe una incidencia directa en las muestras de agua embotellada de
las empresas que existen en los diferentes Cantones de la Provincia Bolivar,
analizando diferentes caracteristicas ~ como analisis microbiol6gicos, analisis
biomoleculares (PCR) reaccién de la cadena de la polimerasa y electroforesis
indicando que existe evidencia tanto en analisis como estadisticamente por lo tanto

se rechaza la hipoétesis nula y se acepta la alterna.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Mediante los analisis microbioldgicos con el uso de medios de cultivos
especificos se permiti6 la identificacion de los microrganismos de estudio,
mediante la cuantificacion medidas en UFC/100mL en lo cual las marcas
de agua embotella que se encuentran contaminadas son T1, T2, T12, T16,
T17, T19 para Listeria monocytogenes con un porcentaje de contaminacion
del 54 ,5 % (6/11), seguidas de T1, T10, T17, T19 para Escherichia coli
con un porcentaje de 36% (4/11), y para Salmonella T12, T19 con un
porcentaje de 18% (2/11),sobrepasando los parametros establecidos en la
norma NTE INEN 2200-2017.Mientras que en las marcas T7, T9, T11,T18
no presentaron crecimiento alguno de los microrganismos de estudio
cumpliendo con los estandares exigidos por la norma.

Se comparo la presencia de microrganismos patdgenos con la técnica de
(PCR) Reaccidn en cadena de la polimerasa ya que existe una confianza del
99,9% de efectividad siendo esta una prueba confirmativa. Los patdgenos
presentes en los medios selectivos determinado el serotipo en base a las
secuencias y de esta manera se contrasto la presencia de los serotipos de las
muestras ya contaminadas antes ya estudiadas en medios selectivos y se
reafirma con los serotipos de E. coli 0157:H7 y con la familia de Listeria 'y
Salmonella.

El proceso para realizar los andlisis microbiolégicos y confirmaciones
microscopicas (tinciébn de gram) para la determinacién de Listeria
monocytogenes, Salmonella spp. y Escherichia coli tiene un tiempo de
duracion de 9 dias dentro del mismo se encuentra tiempo de incubacion,
lectura de placas medidas UFC/10mL, confirmaciones mediante tincion de
gram y purificacion de los microrganismos de estudio obtenidos. Mientras
que en el proceso (PCR) reaccion en cadena de la polimerasa tiene un
tiempo de estudio de 1 dia dentro de estas incluye extraccion de ADN,
amplificacion mediante termociclador y electroforesis demostrando que el

tiempo de deteccion molecular es menor gque el microbioldgicos.
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5.2. Recomendaciones

Se recomienda utilizar en cuanto al tiempo placas petrifilm debido a que
estas ya contienen los nutrientes necesarios y el tinte indicador permitiendo
la identificacion de un microrganismo, mientras que en los medios de
cultivo tiene un tiempo de preparacion

Se recomienda realizar analisis microbiologicos constantemente ya sea por
lotes, al agua que llega a la empresa verificando asi las condiciones en la
que se encuentra, se debe dar un mantenimiento constante a todos los
equipos que se utiliza para tratar el agua embotella y mantener capacitado
al personal en lo que son las BPM.

Empleando las técnicas de biologia molecular PCR se determina que se
puede realizar en cortos tiempos dando respuestas de un 99.9% efectividad
mientras que con el uso de medios de cultivo tiene una afectividad del 70%
pero el tiempo para el analisis es més largo.

En el proceso de determinacién de microrganismos patdgenos del agua
embotellada se recomienda utilizar el método de PCR ya que el tiempo y

efectividad es mucho menor que el en medios selectivos.
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7. ANEXOS.

Anexo 1

Mapa de ubicacién de la investigacion
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Anexo 2
Cronograma de actividades

Actividades

Meses

Elaboracion del proyecto

Presentacion del proyecto

Aprobacion del proyecto

Defensa del proyecto

Instalacion y manejo del experimento

Seguimiento y evaluacion

Visita del tribunal

Analisis e interpretacion

Elaboracién del borrador final

Pre defensa

Defensa final
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Anexo 3.

Presupuesto
Costos de produccion
Detalle Unidad Cantidad Valor Valor
unitario $ parcial $
Materias primas
Agua 1 Mililitros 1 0.50 2.00
Agua 2 Mililitros 1 0.50 2.00
Agua 3 Mililitros 1 0.50 2.00
Agua 4 Mililitros 1 0.50 2.00
Agua 5 Mililitros 1 0.50 2.00
Agua 6 Mililitros 1 0.50 2.00
Agua 7 Mililitros 1 0.50 2.00
Agua 8 Mililitros 1 0.50 2.00
Agua 9 Mililitros 1 0.50 2.00
Agua 10 Mililitros 1 0.50 2.00
Agua 11 Mililitros 1 0.50 2.00
Agua 12 Mililitros 1 0.50 2.00
Agua 13 Mililitros 1 0.50 2.00
Agua 14 Mililitros 1 0.50 2.00
Agua 15 Mililitros 1 0.50 2.00
Agua 16 Mililitros 1 0.50 2.00
Agua 17 Mililitros 1 0.50 2.00
MATERIALES DE OFICINA Y SUMINISTROS
Cuadernos Unidades 2 10 24.55
Esferos Unidades 10 4 20.44
Léapices Unidades 5 3 10.43
Hojas A4 Unidades 1 4 30.65
Calculadora Unidades 2 40 60.45
Portafolio Unidades 1 3.50 13.55
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Flash Unidades 1 7 18.43
Reactivos
Agar
MacConkey Gramos 1 34.45 80.23
Lugol Mililitros 1 23.55 30.00
Alcohol Mililitros 4 5.66 20.00
Acetona Mililitros 1 4.66 20.00
Safranina Mililitros 1 18.19 25.00
Insumos
Envases  de | Mililitros 20 34.89 50.00
vidrio
Papel aluminio Unidades 10 8.98 20.00
Cajas Petri Unidades 24 55.00 100.00
Analisis de laboratorio (Microbiologia)
E. coli Unidad 1 20.24 80.00
Salmonella Unidad 1 21.78 82.78
Listeria Unidad 1 22.68 88.68
Analisis biomoleculares
PCR Unidad 1 1000 1500.00
Electroforesis Unidad 1 100 100.00
Costo total 240319 %
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Anexo 4

Formatos de fichas de recoleccion de datos.

UNIVERSIDAD ESTATAL DE BOLIVAR

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS RECURSOS NATURADES Y
DEL AMBIENTE
CARRERA DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL

Ficha De Recoleccion De Datos

Cadigo

Lugar
de
origen

Contenido
neto

Cantén
de
muestreo

Hora

y
Fecha

Marca

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9

T10

T11

T12

T13

T14
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Anexo 5
Analisis microbioldgicos

LABORATORIOS DE INVESTIGACION —‘
IR-PMA
UEB DIRECCION DE Y VINCULACION Cédigo
INVESTIGACION e 2T T i
URYERSA | Y VINCULACION Ao 2023
INFORME DE RESULTADOS
Pagina | Piginatded
INFORME N.° 194
F DESCRIPCION DE LA MUESTRA
Sollcitante Andrés Llanos - Angel Condo
Muestra Agua
Cadige asignado UEB INVAT74, INVATS, INVIS1, INV192, INV3S0 — [NV 418
Estado de la muestra Liguida
Envase de recepcion Botella plastica
Anilisis requerido(s) Listeria, Salmonella, E. coli
Fecha de recepcion 12 de abril, 10 de mayo y 1 de julio de 2023
Fecha de analisis 12 de abril = 15 de junic de 2023
Fecha de informe 27 de Julio de 2023
‘_Técnico (s) asignado RCMR
RESULTADOS OBTENIDOS
| Codigo de Muestra Andlisis | Método de Unidad Resultado
laboratorio analisis
INV 174 Agua Listeria 150 9001-2015 | UFC/100 mL 136
INV 175 Agua Listeria [SC 9001-2015 | UFCHO0O mL | 60
INV 191 Agua Listeria IS0 9001-2015 | UFC/100 mL 35
INV 192 Agua Listeria 180 9001-2015 | UFC/100 mL | 14
\
INV 390 Agua Lisleria | 1809001-2015 | UFC/100 mL 6
INV 391 Agua Listeria 1SO 9001-2015 | UFC/100 mL 6
INV 392 Agua Listeria 1SO 8001-2015 | UFC/100 mL 14
|
INW 393 Agua Listeria IS0 9001-2015 | UFCH00 mL 0
INV 394 Agua Listeria IS0 9001-2015 | UFCH00 mL 0
INV 395 Agua Listeria 1SO 9001-2015 | UFC/00 mL 0
INV 396 Agua Listeria IS0 9001-2015 | UFCHMO0 mL 0
INV 397 Agua Listeria ISO 9001-2015 | UFCM00mL 0
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UEB S LAEORAT?::ICI:‘SCEﬂg:rggﬂsaac:on Cédigo IRPAA
INVESTIGACION R Ce Version 1
UNIVERSIOAD | Y VINCULACION INFORME DE RESULTADOS Ano 2023
Pagina Pagina 2do 6
INV 398 —’7 Agua Listeria IS0 9001-2015 UFCHM00 mL 0
INV 319 Agua Listeria IS0 9001-2015 UFCH00 mL 0
INV 400 Agua Listeria 1SO 9001-2015 UFC/100 mL 0
INV 401 Agua Listeria 1SO 9001-2015 UFC/100 mlL 0
INV 402 Agua Listeria ISO 2001-2015 UFC/100 mL 0
INV 403 Agua Listeria ISO 2001-2015 UFC/M00 mL 0
1INV 404 Agua Listeria 1S0O 9001-2015 UFC/H00 mL 12
INV 405 Agua Listeria IS0 9001-2015 UFCH100 mL :‘ 9
INV 406 Agua Listeria ISO 2001-2015 UFCHM00 mL 10
INV 407 Agua Listeria 180 9001-2015 UFC/H100 mL 35
INV 408 Agua Listeria ISO 2001-2015 LFC/A00 mL 24
INV 409 Agua Listeria IS0 9001-2015 UFC/100 mL 18
INV 410 Agua Listeria ISO 9001-2015 UFC/100 mL 76
INV 411 Agua I Listeria IS0 5001-2015 UFC/M00 mL 26
INV 412 Agua Listeria ISO 2001-2015 UFC/HoD m’Li 22
INV 413 Agua Listeria ISO 8001-2015 UFC/100 mL 0
INV 414 Agua Listeria IS0 9001-2015 UFCH100 mL 4]
INV 415 Agua Listeria SO 9001-2015 UFC/100 mL Qo
INV 416 Agua Listeria SO 2001-2015 UFC/100 mL 13
INV 417 Agua Listeria ISO 2001-2015 UFC/100 mL 17
INV 418 Agua Listeria ISO 9001-2015 UFCH100 mL 9
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UEB DIRECCION DE MBORAT?’T&%BSE%ENS“GAC[ON Cédigo IR-PMA
INVESTIGACION | i v e ) versian !
PNIVERSIOAD | Y VINCULACION INFORME DE RESULTADOS Ao 2023
Paglna | Pdglna 4 de 6
INV 407 Agua Salmonelia 1SO 19250:2013 | UFC/M00 mL 0
INV 408 Agua Salmonalla 150 192502013 | UFCA00 mL 0
INV 409 Agua Sahnonalla 15O 19250:2013 | UFCH00 mL 0
INV 410 Agua Salmonella SO 19260:2013 | UFC/A00 mL 0
INV 47_ Agua Sulmaonollo 150 19250:2013 _UF:ZHOD ml 1]
INV 412 Agua Salmonella ISO 19250:2013 | UFC/100 mL 0
INV 413 Agua Salmonella 1S0O 182502013 | UFC/M00 mL 0
INV 414 Agua Salmonslla 1SO 12250:2013 | UFCA00 mL a
INV 415 Agua Salmonella IS0 19250:2013 | UFC/100 mL 0
INV 418 Agua Salmonella 150 18250:2013 | UFC/100 mL 57
INV 417 Agua Salmonella 1801925002013 | UFC/100 mL 24
INV 418 Agua Salmonella 150 19250:2013 | UFC/100 mL 16
NV 174 Agua E. ol NTE Bery 'S | urcioo me 53
INV 175 Agua E. cull NTEIENISO 1 Urcsion mL 24
INV 191 Agua E. coli NTEIERISO | Urcioo mL 15
INV 192 Agua E. col NTE 1591 Upcron mL 0
INV 390 Agun E. coli NTEQE%EE'H;ISO UFCHo0 mL ]
INV 391 Agua E. coll NTEQ%‘;:]'_“‘"SO UFCHO0 mL 0
INV 392 Agua E. col NTE IS Ureroo mL 0
INV 393 Agua E. coll NIENERISO Urenoo mL 0
INV 394 Agua E. coll NTE oS0 | uFcroo mL 0
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LABORATORIOS DE INVESTIGACION | _ .
" DIRECCION DE Y VINCULACION Cédigo | IR-PMA
UEB INVESTIGACION by Gy a1 B0 yrrsion 1
UNIVERSIDAD ULACION Afo 2023
wveczson | Y VING INFORME DE RESULTADOS
Pagina | Pigina6de6
NTE INEN-1SO
INV 418 Agua E. coll 9308- 1 UFC/100 mL 16
NTE INEN-1S0
INV 417 Agua E. cali 9308-1 UFC/100 mL 12
NTE INEN-I1S0O
INV 418 Agua E. coll 0308-1 UFC/100 mL 10

Los resuliados son exprespdos como medin de tres replicas + DU,

AD FAVIAN BAYAS
TaN

Ing. Favian Bayas, Ph.D

Director de Investigacién y Vinculacion
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Anexo 6

Georreferenciacion

Canton San Miguel, Empresa embotelladora BEBACUA.
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CentroJAYAIUMA

Visto recientemente
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Anexo 5

Analisis fisico-quimicos

DQO, Demanda Quimica De Oxigeno

Espectrofotdmetro HACH

Turbiedad

Medidor de pH
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Anexo 6

Analisis microbioldgicos

Preparacion de medios de cultivo selectivos

Filtracion de muestras mediante membrana y siembra en medios selectivos
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Lectura de muestras

XLD-Samonella
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Agar EMB levine-E.coli

Agar Chromogenic Listeria

Bacilos (-)E-coli

T
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Anexo 7
Extraccién de ADN mediante mini kit y electroforesis

Extraccion de ADN mediante mini kit

Lectura de ADN en Nanodrop
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7.6. Glosario de términos Técnicos

Electroforesis: Es una técnica utilizada para la separacion de moléculas segun su

campo eléctrico.

Indol: Compuesto heterociclico que es de categoria organica que indica la

presencia de triptofanasa en reaccion con el triptofano.

Medios de cultivo: componentes que crean condiciones necesarias para el

desarrollo de los diferentes patdgenos existentes en diferentes alimentos y otros.
M.O: Microrganismo.

FDA: Administracion de alimentos y medicamentos.

UFC: Unidades formadoras de colonia.

Cepas: es denominada como la poblacién de células de una sola especie

descendientes de una sola u Unica célula.

Estria: es un material de laboratorio el cual es el encargado de aislar las cepas en
las placas petri a partir de una muestra que puede estar contaminada.
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