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1. OBJETIVO

Dar los lineamientos para determinar la presencia de Pseudomona aeruginosa en muestras
de aguas envasada, mediante la utilizacion del kit de analisis Pseudalert basado en la técnica
sustrato definido, bajo la Norma ISO 16266-2:2018

2. ALCANCE

Este documento se tomara como referencia Unica en el Laboratorio de Andlisis microbiol4gico
de alimentos del Laboratorio Departamental de Salud Publica, para realizar la determinacion
de Pseudomona aeruginosa mediante la técnica de sustrato definido Pseudalert por el método
de numero mas probable (NMP).

3. RESPONSABILIDADES

Coordinador LDSP: aprobar el presente documento, supervisar el estricto cumplimiento de
lo establecido en el mismo y avalar los resultados que de éste se generen.

Profesional del Laboratorio Microbiolégico de Alimentos, del Laboratorio
Departamental deSalud Publica: aplicar las técnicas descritas en el presente manual con
estandares de calidad, oportunidad y avalar los resultados que se generen del mismo.

Auxiliar del laboratorio de Agua del laboratorio Departamental de Salud Publica: es
responsable de cumplir con lo definido para la ejecucion de actividades relacionadas con
lavado de material y limpieza de areas, con el fin de que cumplan con los requerimientos
necesarios para la ejecucion del ensayo.

4. DEFINICIONES Y ABREVIATURAS.

Agua envasada: el agua envasada para consumo humano es un alimento de alto riesgo
epidemioldgico, y es necesario establecer las condiciones sanitarias para la obtencién y
comercializacién de agua potable tratada con destino al consumo humano, como medida de
proteccion de la salud.

Resolucion 12186 (del 20 de septiembre de 1991) del Ministerio de Salud Por la cual se fijan las
condiciones para los procesos de obtencidn, envasado y comercializacion de agua potable tratada
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con destino al consumo humano.

Calidad del agua: Es el resultado de comparar las caracteristicas fisicas, quimicas y
microbiol6gicas encontradas en el agua, con el contenido de las normas que regulan la
materia.

Muestras para control: La toma de muestras del agua potable tratada envasada para control
oficial debe ser practicada por la autoridad sanitaria correspondiente, en el momento que lo
considere conveniente.

La toma de muestras para control oficial se debe realizar en fabrica, en transporte o en
expendio

Numero de muestras para control oficial El nimero de unidades que deben tomarse para
analisis fisicoquimicos \ microbioldgicos para control oficial es de cinco (5) \ deben
corresponder a un mismo lote, las cuales se distribuiran asi: tres para analisis microbiolégico
individual, una para andlisis fisicoquimico \ una para contra muestra

En el caso de que la presentacion comercial del agua potable tratada sea un botellén, se
tomara uno completo para el correspondiente analisis y uno para contra muestra.

Contramuestra: Muestra tomada en las mismas condiciones y en el mismo instante que se
dejara en poder del interesado debidamente sellada por la autoridad sanitaria que lo realiza.

Resolucién 719 de 2015 por la cual se establece la clasificacién de alimentos para consumo
humano de acuerdo con el riesgo en salud publica.

RESOLUCION NUMERQ L. 5719 2015 11 MAR Mﬁomm 8

Continuacién de la resolucian “Por la cual 5o aslabisce la clasificacion de alimeanlos para consume
humane de acuerdo con ef nesgo en safud pubhca”™
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'A: Alimento de Mayor Riesgo en Salud Publica. —

"M: Alimento de Riesgo Medio en Salud Publica.
"B: Alimento de Menor Riesgo en Salud Publica.

Pseudomona aeruginosa: Bacilo Gram negativo perteneciente al género Pseudomona y a
la familia Pseudomonadaceae. Son bacterias aerobias estrictas, méviles, productoras de
pigmentos caracteristicos como la pioverdina o la piocianina. Caracteristicamente presentan
una gran resistencia a antisépticos y a antibiéticos, junto a necesidades nutricionales
pequefias, lo que las convierte en ubicuas. Se encuentran en el medio ambiente a nivel de
suelos, aire, polvo y aguas, pero es sobre todo en los ambientes himedos donde tienen mayor
facilidad para proliferar. En el ser humano podemos encontrar Pseudomona aeruginosa en la
flora intestinal de un 10%-15% de personas. No es habitante habitual de la piel humana, pero
se puede encontrar de forma transitoria en la region ano genital, axilas y conducto auditivo
externo del 2% de la poblacién sana.

5. CONDICIONES GENERALES

Las condiciones de temperatura del Laboratorio: 15°C a 25°C

Almacenar el Kit y los dispositivos Quanti Tray/2000, a 2- 30° C, protegido de la luz.

Para los analisis siga los procedimientos actualizados, la muestra de agua envasada se
refrigera hasta su procesamiento.

Durante la realizacion del ensayo le temperatura debe estar comprendida en el intervalo [38,5°C+/-
0,5°C] sin considerar la incertidumbre de medida ni las caracteristicas del incubador. La
incertidumbre no influye mientras la temperatura sea controlada.

6. FUNDAMENTO DEL METODO DE ENSAYO.

El kit de analisis Pseudalert utiliza la tecnologia de enzimas bacterianas para detectar
Pseudomona aeruginosa. Estos microorganismos crecen y se reproducen rapidamente
usando el abundante suministro de amino&cido, vitaminas y otros nutrientes presentes en el
reactivo Pseudalert, las cepas Pseudomona aeruginosa en crecimiento activo contiene una
enzima que escinde el sustrato para producir florescencia azul bajo luz ultravioleta
Pseudalert detecta Pseudomona aeruginosa, en 24 horas, a una concentracion de 1ufc/100
ml, hasta en presencia de 2 millones de bacterias heterotréficas por cada 100 ml.

7. LIMITACIONES O INTERFERENCIAS.
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»  Utilizar solamente agua estéril, no tamponada, libre de oxidantes, para efectuar las
diluciones.

» Para poder realizar las comparaciones a la hora de interpretar los resultados, se
puede utilizar como blanco agua estéril incubada con el reactivo Pseudalert
(controlde medio).

» El kit Pseudalert no se ha validado para ser utilizado con muestras de
aguaembotellada aromatizada, con agua marina o agua carbonatada.

8. RECOLECCION E IDENTIFICACION DE LA MUESTRA.

La toma de muestras de agua para analisis microbiol6gico es responsabilidad de los técnicos
de Salud Ambiental o persona que requiera el andlisis.

Una vez recibida en el Laboratorio de salud Publica, se da un numero consecutivo, Tanto al
frasco que contiene la muestra, como al Acta de toma de muestras.

9. CONSERVACION DE LA MUESTRA

La muestra debe ser analizada en el menor tiempo posible y debe permanecer en las mismas
condiciones de temperatura en las que se recolecta

10. EQUIPOS

e Selladora (Quanti-Traysealer)

e |[ncubadora de 38 +/-0,5°Celsius.
e Lampara de luz UV de 6 vatios.
e Cabina de seguridad biolégica

11. REACTIVOS, CONTROLES Y MATERIALES DE REFERENCIA
11.1 Reactivos

e Reactivo Sustrato Pseudalert
e Agua estéril

11.2 Materiales de referencia certificados
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e Cepas de referencia:
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853, para control positivo del método.
E. coli ATCC 2592 2, para control negativo del método.

11.3 Materiales

e Toallas absorbentes

e Probeta estéril

e Frasco de vidrio y/o plastico, previamente estéril

e Marcador permanente.

¢ Dispositivo Quanti-Tray /2000 estériles, uno por cada muestra

12. DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Pse

Udalert

1. Las muestras deben estar a temperatura ambiente para su procesamiento, Si su
recoleccion inicial fue de refrigeracién, sacar las muestras de agua envasada, de la
nevera y colocarlas en el mesénde trabajo.

2. Alistar los reactivos y materiales de uso para la realizacion del ensayo.

3. Relacionar las muestras a procesar en el libro de registro de datos primarios, de
acuerdo con la numeracién dada en la recepcién a la muestra.

4. Encender la cabina de seguridad bioldgica, desinfectar con etanol al 70%.

Encender el sellador antes de iniciar el montaje de muestras de agua.

6. Identificar el frasco de vidrio y/o plastico, identificar la bandeja para recuento
bacteriano Quanti-tray/2000, con el cédigo interno, el cual ha sido asignado en la
recepcion de la muestra.

7. Identificar un frasco de vidrio y/o plastico, identificar una bandeja para recuento
bacteriano Quanti-tray/2000, con el cédigo interno, el cual ha sido asignado en la
recepcion de la muestra.

o
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8. Medir en el frasco previamente esterilizado, 100 mL el agua envasada a procesar
9.  Andadir el contenido de un vial de sustrato definido Pseudalert al frasco que contiene

la muestra de agua, mezclar

10. Agregue 3 gotas de solucién antiespumante al frasco que contiene la muestra de
agua.

-

11. Agitar suavemente la mezcla en sentido de las manecillas del reloj hasta disolver.
12. Verter la mezcla de muestra y reactivo en una bandeja para recuento bacteriano
Quanti-tray/2000; de la siguiente forma:
12.1 Sostenga en una mano el dispositivo Quanti-tray/2000°, en posicion vertical, con el lado
de las celdas orientado hacia la palma de la mano.
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12.2 Apriete la parte superior del dispositivo Quanti-tray/2000, de tal forma se doble hacia la
Mano.

12.3 Abra el dispositivo Quanti-tray/2000, tirando e la lenglieta metélica, evite tocar el interior
del dispositivo.

12.4 Verter la mezcla de reactivo y muestra, dentro del dispositivo, sin tocarlo, golpear los
Pequefios pocillos 2 a 3 veces para eliminar posibles burbujas de aire. Deje reposar la

Espuma.

12.5 Colocar el dispositivo Quanti-tray/2000, en el porta dispositivo de goma el sellador
Quanti-tray, orientando las celdas de plastico hacia abajo en el porta dispositivo.

12.6  Sellar el dispositivo en el equipo sellador Quanti-tray (Colocar la bandeja Quanti-
tray/2000 sobre la plantilla de caucho
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12.7 En caso de tener mas de una muestra, seguir con cada una de ellas el
procedimiento descrito anteriormente.

13 Colocar la bandeja previamente sellada en incubadora de 38 +/- 0,5°Celsius por 248

horas.

14.Transcurrido el tiempo lea los resultados en el equipo de fluorescencia, cuente los pozos de color

azul, verificando que el color sea mas fuerte que el control, revise la bolsa en la camara UV para

verificar la fluorescencia (pozos color azul) que confirma la presencia de Pseudomona aeruginosa.
Determine en la tabla el NMP el numero de celdas positivas utilizando la tabla de NMP , contenida en

la caja Quanti tray /2000
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13. CONTROL DE CALIDAD ANALITICO.
Se realiza con cada lote de Quanti tray /2000, dos veces por estuche Colilert

13.1 Control de esterilidad: Agregar a un frasco de dilucion 100 mL de agua estéril, disolver
un vial de Pseudalert. Seguir el procedimiento sustrato definido Pseudalert mencionado
anteriormente. No debe tener crecimiento, lo que quiere decir que la bolsa y el reactivo
pseudalert estan estériles, libres de contaminacion.

13.2

13.3 Control Negativo: Agregar a un frasco de dilucion 100 mL de agua estéril, inocule la
cepa de referencia E. coli ATCC 25922, disolver un vial de pseudalert. Seguir el procedimiento
sustrato definido mencionado anteriormente. No debe tener crecimiento. Resultado negativo
para Pseudomona aeruginosa.

13.4 Control Positivo: Agregar a un frasco de dilucién 100 mL de agua estéril, inocule la
cepa de referencia Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 disolver un vial de pseudalert.
Segquir el procedimiento sustrato definido mencionado anteriormente

Debe tener crecimiento. Resultado positivo para Pseudomona aeruginosa.

Observar el Control Negativo y Control de esterilidad, sin fluorescencia

Observar el Control positivo Pseudomona aeruginosa ATCC 27853, con
fluorescencia.

Relacionar el resultado del control de calidad en el formato establecido para
tal fin
14. ANALISIS Y EXPRESION DE RESULTADOS.

e Leer los resultados de acuerdo con el cuadro de interpretacion de resultados de la tabla
gue trae la caja de Quanti-tray/2000
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Para Pseudalert, se debe contar el nimero de pocillos positivos y referirse al cuadro NMP,
para Pseudomona aeruginosa.

e Si se hacen diluciones de muestra, multiplicar el valor NMP por el factor de dilucién para
obtener el resultado cuantitativo apropiado.

e Seguir las normas de bioseguridad necesarias para realizar el procedimiento
anteriormente descrito.

e Leer la fluorescencia usando una luz UV de 6 vatios, 365-365 nm a distancia de unas 5

pulgadas (13 cm) de la muestra, en un entorno oscuro. Apuntar el haz de luz en direccién
contraria a los 0jos y hacia la muestra.

ASPECTO RESULTADO

Positivo para Pseudomona aeruginosa Negativo para Pseudomona aeruginosa
Con Fluorescencia azul. Sin fluorescencia azul.
Interpretaciéon de resultados

15. EMISION DEL INFORME DE RESULTADOS.
Los resultados de Pseudalert son definitivos de 24 - 28 horas. Ademas, los positivos para
Pseudomona aeruginosa antes de las 24 horas y los negativos observados después de las

28 horas también son validas.

¢ Reportar el resultado de agua envasada

NMP Pseudomona <2 /100 ml
aeruginosa
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Los resultados se registran en la base de datos del &rea de alimentos y bebidas alcohdlicas
teniendo en cuenta el nimero asignado en la muestra y en el acta para su posterior emision del
Reporte de resultados en la plantilla previamente combinada

16. EXAMENES COMPLEMENTARIOS. NO APLICA

17. DOCUMENTOS DE REFERENCIA

Decreto 1541 de 1978, con relacién a las concesiones y/o la reglamentacion del uso de las
aguas existentes.

Decreto 1594 de 1984 “Por el cual se reglamenta parcialmente el titulo | de laley 9 de 1979,
asi como el capitulo Il del titulo VI - parte Ill - libro 1l y el titulo 11l de la parte

Resolucién 414 de abril 12 2002 “Por la cual se adoptan metodologias analiticas alternas
para andlisis fisico quimico y bacterioldgico de aguas para consumo humano.

Standard Methods version 23 de 2017

Resoluciéon 1619 de 2015 “Por la cual se establece el Sistema de Gestion de la Red Nacional
de Laboratorios en los ejes estratégicos de vigilancia en salud publica y de Gestionde calidad.”

Resoluciéon 719 de 2015 “Por la cual se establece la clasificacion de alimentos para consumo
humano de acuerdo con el riesgo en salud publica”

NTC-ISO/IEC 17025 de 2017.Requisitos Generales para la competencia de los Laboratorios
de Ensayo y Calibracion.

https://www.idexx.com/water/products/pseudalert.ntml. The Pseudalert Test detects the
presence of Pseudomonas aeruginosa in water samples. The test is based on a bacterial

enzyme detection technology.

Calidad del agua. Deteccién y recuento de Pseudomonas aeruginosa. Parte 2: Método del
namero mas probable. (ISO 16266-2:2018)

18. ANEXOS
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Kit de analisis Pseudalert*

Infroduccion

El kit Pseudalert® detecta i presencia de Pseudamonas aeniginosa en muestras de agua. El analisis se basa en la deteccion de una erzima bacteriana de
Psevdomonas aeriginosa que cataliza la hidrdlisis del sustrato presente en el reactivo del kit Pseudalert. Las bacterias Psevdomaonas aeniginosa creceny se
multiplican con rapidez gracias al gran aporte enaminoacidas, vilaminas y otros nutrientes del reactivo del kit Pseudalert. Las cepas en crecimiento activo de
Pseudomonas aequginosa paseen uma enzima que hidroliza el sustrato del reactivo y produce uma fluorescencia azul cuando se exponea B luz ultraviolel UV.
Pseudalert detecta bacterias Pseudormonas aeriginosa en 24 horas a una concentracion de 1 UFC en muestras de 100 ml o 250 ml.

Conser vacion
Almacenar a una temperatura entre 2-30°C protegido de la luz.

Procedimiento de presencia/ausencia (P/A)

1. Anadir el contenido de la dosis Smap adecuadamente predispensadaa una muestra de 100 6 250 ml
en un recipiente estéril tansparente, no fluorescente.

2. Tapar y agitar el recipiente.

3. Incubara 38+-0,5°C durante 24 horas.

4. Leer los resuladas deacuerdo con latabl deinterpretacion de resultados que figura abajo.

Procedimiento de enumer acion Quanti-Tray* (solo muesiras de 100 mi)
1. Anadir el reactivo a ura muestra de 100 ml de agua, en un recipiente estéril.
2. Tapar y agitar el recipiente hasta que el contenido se haya disuelto.
3. Anadir 2 gotas de solucién antiespumante de IDEXX'a la mezcla muestra/reactivo.
Nota: IDEXX también comercializa recipientes para muestras de 120 ml que ya contienen antiespumante.?
4. Verter la mezcla muestra/reactivo en uma Quanti-Tray o Quanti-Tray */2000y sellar utilizando un Quanti-Tray * Sealer.
5. Colocar la bandeja sellada en uma estufa de incubacién a 38=-0,5°C durante 24 horas. =
6. Leer los resultados de acuerdo con latabl deimerpretacion de resuladas que figura abajo. Comar el nimero de pocillos positivos y [-_—]

referirse a la tabla NMP proporcionada con las bandejas para obtener el namerc mas probable.

Interpretacion de resultados
Apariencia Resultado
Sinfluorescenciaazul  Muestra negativa para P saidomonas aeniginosa
Con fluorescenciaazuF  Muestra positiva para Psevdomonas aeniginosa
! Intensidad de la fluorescencia azul superiora B de B fluorescencia del control negativo.
= Obsenar B fluorescencia azul en un ambiente oscuro y con um |z UV de 6 vatias y 365 nm, mantenidaa unos 12 cmde B
muestra. Alejela Iz de sus ojos y oriéntela hacia la muestra.
» Para los resuftados referirsea B gufa de lectura - /+ fluorescencia que seincluye en la caja. Estas colores son los quese ven
bajo [z UV.
« Los resultadas de Pseudalert son definitivos transcurridas 2428 horas. Adermds, los pasitivas para Psevidomonas aeniginosa
observados antes de 24 horas y los negativas observados después de 28 horas tambiénson validos.

MNotas solr e el procedimiento

= Utilizar solam ente agua estéril, no famporada, libre de oxidantes, para efectuar 1as diluciones.

= Fam poderrealzar Bs compam@ciones a B hora de imterpre&ar los resulados, se puede wtilzar como blanco agua estéril incubada con el reactiva Pseudalert
(control negativo).

= Es posible que este prospecto no reflgje B normativa local de su pals. Fara ralizar pruebas que B cumpln, asegiese de seguir Ios procedimientos reglmenari os
GOImes pondiernes.

= Pseudalert es fundamemalmente ura prueba para analizar agua. Las caracteristicas de rendimiento de Pseudalert no se pueden aplicara muestras que fayan
sidoalteradas prewiamente poralgan tipo de enriquecimiento o concentracion.

= El kit Pseudalert no sehavalidado pam ser utilizado con muestras de agua embotellada aromatizada, conagua marina o agua carbomatada.

= Siempre debeaplicarse um técnica aséptica cuando se utilice Pseudalen. El material debe desecharse de acuerdo con las buenas prcticas de labomtorio.

= |3 mezcla de reactivo del kit Pseudaler puede volverse wurbio cuando |a muestra presenta un alto comenido en minerales (especialmente magnesio y/o
calcia).

Procedimientos de control de calidad

1. e recomienda uno de los siguientes procedimientos de control de calidad para cada lote de Fseudalert:
A, IDEXX-OC Peeudomonas®: Pseddomanas asrugino sa, Escherichia coll, Pseudomaonas fliore scens.

B. M&todos de control de calidad adicionales:

i. Para cada uma de Bs cepas bacterianas de Coleccion Americama de Cultivas Tipo (ATCCY (Pssudomonas aeriginosa ATCC 27853 o 10145,
Escherichia colf ATCC 25922 y Psewdamonas flwoescens ATCC 13525), siembre en estrias el cultivo sobre pa@s efiquetadas deagar sangre o T8A e
incubea 35+05°C durame 18a 24 horas.

i. Para cada cepa bacteriama, recoja una muestra de |a colonia con ura asa de siembra estéril de 1wl einocilela en un tubo de ensayo marcado que
comenga 5 ml de agua desionizada estéril. Cierre la mpay agite bien.

i. Fara cada cepa bacteriama, introduzca ura a2 de siembra estéril de 1wl en el tubo de ensayo e inocule con ella un recipiene marcado que contenga
100 0 250 ml de agua desionizada estéril. [as muestras asl oblenidas serdn sus controles.

2. 8ipa el procedimiento P#& o el procedimieno de enumeracion de Quanti-Tray que se indica mds arrita.

3. Los resulados deben coincidir con B tabla de imerpretacion de resultados que se indica més arriba.
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