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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue evaluar el tiempo de crecimiento de bacterias en las biopeliculas de tuberias de agua potable mediante
la simulacién de las redes de distribucion a nivel escala, muestra, cultivo y recuento de bacterias en placas durante 28 dfas para diferentes
materiales. Los resultados evidencian la dinamica de formacién de biopeliculas y crecimiento bacteriano. Después de la puesta en marcha
del simulador de redes de distribucion, se observé la formacion de la biopelicula y el crecimiento de las bacterias en la superficie de las
paredes internas de las tuberfas. Los valores cuantitativos obtenidos dependieron del tiempo y las condiciones de funcionamiento del
simulador. Después de recopilar y validar los datos en el laboratorio, se concluyé que el crecimiento de las bacterias en las biopeliculas
se produce en un tiempo de cinco dfas de operacién del simulador, mostrando cambios a lo largo del tiempo. Ademas, se evidencia la

presencia de bactetias acrobias como Escherichia Coli y Staphyloccocus Aurens.

Palabras Clave: Biopelicula; Bacterias; Agua potable; Simulador.

ABSTRACT

The aim of this study is to assess the bacterial growth time within biofilms in drinking water pipes. By simulating distribution
networks at a scale level, bacteria were sampled, cultured, and quantified on plates over a 28-day period using various materials. The results
underscore the dynamics of biofilm formation and bacterial growth. Following the initiation of the distribution network simulator, the
formation of the biofilm and bacterial growth on the inner surfaces of the pipes was observed. Quantitative values were contingent
upon the time and operational conditions of the simulator. After collecting and validating the data in the laboratory, it was concluded that
bacterial growth within biofilms occurs within a 5-day operational period of the simulator, revealing temporal changes. Furthermore, the

presence of aerobic bacteria such as Escherichia Coli and Staphylococcus Aureus.
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INTRODUCCION

El agua es la esencia de la vida y la calidad es un factor critico que afecta a la salud, pues constituye un
problema latente debido a variables bioldgicas, fisicas y quimicas (Birhan et al., 2023). Las biopeliculas, estan
compuestas heterogéneamente con material organico e inorganico que crecen en superficies que estén en contacto
con el agua. Albergando en su interior comunidades bacterianas, los cuales pueden causar problemas operativos en
las redes de distribucién de agua potable y también disminuir la calidad del agua. (Beyenal y Lewandowski, 2002;
Simunic et al., 2020).

La formacién, comportamiento y comunidad microbiana de las biopeliculas estan relacionadas con las
propiedades biologicas y factores hidraulicos de las redes de agua potable. La temperatura, junto con los nutrientes,
es indispensable para la formacion y desarrollo de las biopeliculas. Los microorganismos oligotréficos son capaces
de adaptarse y desarrollarse en bajas concentraciones de nutrientes, convirtiéndolos en los principales habitantes de
las tuberfas. Ademas, es importante mencionar que las biopeliculas que albergan diversas comunidades bacterianas
presentan mayor estabilidad funcional frente a las diferentes condiciones ambientales (Cowle et al., 2020; Donoso,
2009; Liu et al., 2020).

La formacion de biopeliculas conlleva la adhesion de microorganismos con diferentes caracteristicas. En
la mayoria de las muestras se ha identificado la presencia de Legionella spp., el protozoo V. vermiformis, hongos,
Mycobacterium spp. y Psendomonas spp., generando variabilidad en la presencia de estos microorganismos en funcion
del tipo de material utilizado para el muestreo (Learbuch et al., 2021). Las biopeliculas contribuyen a la ineficiencia
de los sistemas de agua potable al proporcionar microhabitats protectores para la proliferaciéon de microorganismos
patégenos. Entre las bacterias patégenas mas frecuentes se encuentran Bacillus, Staphylococcus, Mycobacterinm,
Psendomonas, Streptococens, Arcobacter, Helicobacter, Escherichia Coli y Legionella (Moreno et al., 2019).

ILa problematica de las biopeliculas en las redes de distribucion ha sido objeto de numerosos estudios y
continua siendo tema de discusion en la actualidad. En una investigacion reciente, Goraj et al. (2021) evaluaron
diferentes materiales de tuberias para determinar la presencia de microorganismos en cada tipo. Concluyen que el
material tiene una influencia en la comunidad bacteriana bajo condiciones de funcionamiento similares. Ademas,
Barrera (2014) evidencié que el material juega un papel positivo en el desarrollo de los microorganismos de las
biopeliculas.

Trinh et al. (2020) analizaron la formaciéon de biopeliculas en los diferentes materiales en presencia de
desinfectante. Concluyeron que la formacién de las biopeliculas no era diferente en los materiales debido a la
presencia del desinfectante. Por otro lado, Learbuch et al. (2021) investigaron la influencia de diferentes tipos de
materiales en el desarrollo de las biopeliculas. Concluyeron que el material de las tuberfas afecta la concentracion
de la biomasa, abundancia de microorganismos y la composicion de la comunidad bacteriana, siendo similar en los
distintos materiales con el tiempo.

En relaciéon a la velocidad de flujo, Liu et al. (2020) estudiaron su influencia en el desarrollo de
microorganismos en las biopeliculas. Concluyeron que la velocidad media determinala formacion de las biopeliculas

y genera medios de proteccion de los microorganismos como la liberacion de sustancias poliméricas extracelulares
(EPS).

La hidrodinamica y los tipos de materiales en la formacién de las biopeliculas fue abordado por Cowle
et al. (2020), quienes determinaron que la rugosidad de los materiales y el tipo de flujo son determinantes en la
formacion de biopeliculas. Observaron mayor abundancia de microorganismos en flujos bajos y dependencia de
la rugosidad en flujos altos.
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Simunic et al. (2020) se enfocaron en las zonas sin movimiento de las tuberfas conocidas como zonas
muertas bajo diferentes regimenes de flujo. Determinaron que la eliminacién y formacién de biopeliculas pueden
controlarse mediante la manipulacion de los regimenes de flujo, aunque esta medida no garantiza la eliminacion
completa de las biopeliculas. Por ello, sugieren la implementacion de acciones adicionales.

Las biopeliculas, al albergar diversos microorganismos, en su mayoria patdgenos, presentan un riesgo para
la salud al liberar estos patégenos en el agua que fluye a través de las redes de distribucion. Los microorganismos
liberados pueden llegar a los grifos de consumo y generar problemas de salud y aumentar los costos asociados al
tratamiento y mejora de la calidad del agua.

Mejorar la gestién de calidad en las redes de distribucion de agua potable requiere comprender la dinamica
de formacion y desarrollo de las biopeliculas en estos ambientes. El estudio de los microrganismos presentes en
estas biopeliculas presenta un desafio debido a la dificultad de acceso a los ambientes donde se desarrollan. Las
tuberias, al ser sistemas cerrados y ubicarse en el subsuelo, requieren enfoques y métodos de estudio adecuados
para asegurar la calidad del agua que consumen las personas de acuerdo con las normativas vigentes.

La revision bibliografica indica que la formacion y desarrollo de las biopeliculas, asi como la presencia
de microorganismos en ellas, depende de varios factores como las condiciones ambientales, la calidad del agua
potable, las condiciones hidraulicas, condiciones de desinfeccion, entre otros aspectos. No existe una teorfa o
modelo matematico tnico que explique el dinamismo de esta compleja estructura biolégica, y actualmente sigue
siendo tema de discusion y estudio.

En Perd, especificamente en la region Ancash, y en la localidad de Tuyu Ruri, hay escasez de estudios sobre
las biopeliculas en las redes de distribucién de agua potable, lo cual es de suma importancia para gestion de la
calidad del agua. Las caracteristicas climatoldgicas y la calidad de agua de esta localidad ofrecen una oportunidad
para explorar el complejo dinamismo de formacién y desarrollo de las biopeliculas en las redes de agua potable.

Con base en la revisién bibliografica y la necesidad de investigar en esta localidad, el presente trabajo tuvo
como objetivo evaluar el tiempo de crecimiento de bacterias en las biopeliculas de tuberias de agua potable. Se llevé
a cabo en un simulador de redes de distribuciéon de agua potable y se consider6 condiciones ambientales locales,
caracteristicas de calidad del agua potable, cambios hidraulicos de funcionamiento y condiciones de desinfeccion
del sistema.
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MATERIALES Y METODOS

La investigaciéon tuvo un enfoque descriptivo y no experimental, de naturaleza longitudinal, con una
duracion de 28 dfas para la evaluacion continua del crecimiento y desarrollo de las bacterias en las biopeliculas. El
estudio se realizé en el centro experimental Tuyu Ruri, donde se implementé un simulador disefiado localmente
para replicar condiciones similares a un sistema real. LLos procedimientos se describen en la Figura 1.

Figura 1

Procedimientos para evaluar el crecimiento de las bacterias en las biopelicnlas

a. Disefio y construccion del simulador

El simulador de redes de distribucion de agua potable ubicado en el centro experimental Tuyu Ruri consta
de tres series de tuberfas HDPE de 1,5 pulgadas de diametro y 50 metros de longitud por cada serie. Cuenta con
un tanque elevado de 1100 litros de volumen y un punto de descarga que conecta las tres series. El caudal de
funcionamiento del simulador fue de 1,15 L./s, distribuido equitativamente entre las tres series para una velocidad
promedia de 1 m/s. La presion del sistema dependié de la altura de ubicacién del tanque elevado, que estuvo a 3
m del nivel del suelo. El control 6ptimo del funcionamiento del simulador se realiz6 a través de valvulas al ingreso
y salida.

Para evaluar el crecimiento de las biopeliculas, se someti6 al simulador a dos tipos de estrés: i) Cambio
hidraulico con la variacién de velocidad de 0,90 a 1,30 m/s y ii) Desinfeccién del sistema mediante hipoclorito de
calcio en un rango de concentracion de 0,50 a 1,50 mg/L de cloro residual. El agua utilizada para el simulador fue
de la localidad de Tuyu Ruri y se realizaron cuatro muestreos.

b. Disefio y recoleccion de muestras
Se implement6 seis puntos de muestreo distribuidos de la siguiente manera: i) Dos puntos de muestreo en
la primera serie, uno para tuberfa de PVC y otro para tuberfa HDPE; ii) Dos puntos de muestreo en la segunda

serie, uno para tuberfa PVC y otro para tuberfa HDPE; iii) Dos puntos para la tercera serie, ambos para tuberia
PVC.
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Las muestras fueron recolectadas del simulador mediante una cuchara de muestreo y una botella de vidrio
previamente esterilizado. Para prevenir la contaminacion se utilizo guantes al momento de la toma de la muestra.
La recoleccion de la muestra de las biopeliculas se realiz6 en los puntos de muestreo que contenfan las tuberias. Se
procedi6 con el desajuste de las uniones para poder retirar el pedazo de tuberia que contenia las biopeliculas. De
la misma tuberia retirada se procedié a llenar unos 20 mL de agua y mediante el uso de una cuchara se realiz6 el
raspado interno de la tuberfa de forma ascendente. Posteriormente, se retir6 la muestra y llevé al envase de vidrio
esterilizado, conjuntamente con el volumen de agua extraida. Este procedimiento se realiz6 a los 5, 17, 24 y 28 dias
de funcionamiento del simulador.

c. Preparacion de insumos para el cultivo

La preparacion de los insumos para los cultivos involucré seis pasos: 1) Llevar a la autoclave el Agar
nutritivo y Agar Mac Conkey para 11 placas petri de cada medio de cultivo; ii) Anadir los medios de cultivo a los 11
placas petri y dejar enfriar a temperatura ambiente; iif) Preparar 10 botellas de vidrio con 90 mL de agua destilada
y llevar al autoclave hasta que las botellas lleguen tener una presion de 120 psi; iv) Retirar las botellas de vidrio de
la autoclave y enftiar a temperatura ambiente; v) Rotular las botellas desde la dilucién 10 hasta 10"y vi) Diluir la
muestra desde 10" hasta 10" mediante volumen de 10 mL de una dilucién a otra.

d. Cultivo de muestras en las placas petri

El cultivo en las placas petri se realizé con una espatula de Drivalsky y consistié en 4 pasos que se describen
a continuacion: i) Se realizé el rotulado de las placas de la muestra madre y las diluciones de 10" hasta 10"; ii)
Se encendi6 el mechero, ya que todo sembrado se realiza cerca del mechero para evitar contaminacioén externa;
i) Se extrajo un 1ml. de muestra de cada botella con las diluciones de 10-1 hasta 10-10 y la muestra madre.
Inmediatamente, se esparcié la muestra a toda la superficie de la placa petri con la ayuda de una espatula de
Drivalsky y finalmente se dejé reposar unos minutos para que el agar absorba la muestra; y iv) Una vez obtenidas
las placas sembradas, se envolvio las placas y se las llevé a la incubadora a 37°C, por lo menos tres dias.

e. Lectura de las colonias en las placas petri

La lectura de las colonias en las placas Petri se realizé en tres pasos: 1) Retiro de las placas Petri de la
incubadora y conteo de las unidades formadoras de colonia (UFC); ii) Marcar la cantidad de unidades formadoras
de colonia (UFC) en las placas de la muestra; iii) Anotar los datos de la lectura.

Resultados

En la investigacion, se evalu6 el crecimiento de bacterias en dos tipos de materiales (PVC y HDPE) para
5,17, 24 y 28 dias de desarrollo de biopeliculas. Los resultados de esta evaluacion se presentan en la Tabla 1y

Figura 2.

Tabla 1

Formacion de biopeliculas y crecimiento de bacterias en diferentes materiales

Material PVC Material HDPE
Tiempo de crecimiento  Agar MacConkey Agar Nutritivo Agar MacConkey Agar Nutritivo
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)

5 dias - - 1,15x10? 1,04x107
17 dfas 1,47x10? 10 7,5x10' -
24 dias - - 1,12x10* 1,21x10°
28 dias 2 28 - -

Nota: (-) No generd crecimiento de las colonias
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Figura 2

Formacion de biopeliculas y crecimiento de bacterias en diferentes materiales

En los primeros cinco dias, se observo la formacién de las biopeliculas y el crecimiento de las bacterias
en la tuberfa HDPE, donde el agar MacConkey mostré mayor crecimiento bacteriano en comparacion con el
agra Nutritivo. A los 17 difas, el simulador fue sometido a pruebas hidraulicas que afectaron el crecimiento de
las bacterias en la tuberia HDPE, resultando en una ligera disminucién. En la tuberia PVC, se observé un ligero
crecimiento de las bacterias, a diferencia de los primeros 5 dias que estuvo sin crecimiento.

A los 24 dias, se evidenci6 el crecimiento de las bacterias en la biopelicula de la tuberia HDPE, mientras

que en la tuberfa PVC no se observo crecimiento, atribuido a las pruebas hidraulicas que impactaron negativamente
en la tuberfa PVC.

A los 28 dias, se realizaron las pruebas de desinfeccion del simulador. Se eliminaron las bacterias en la
biopelicula de la tuberfa HDPE. Se evidencié que no existe crecimiento en los medios de cultivo. En la tuberfa
PVC, se detecté una minima cantidad de bacterias que sobrevivieron a la desinfeccién, considerandose resistentes
al estrés extremo.

En el medio de cultivo agar MacConkey, se observo el crecimiento de enterobacterias del género Escherichia

Coli, identificadas por su coloracién rosa. En el agar Nutritivo, se evidencian las bacterias aerobias del género
Staphylococcus Anrens de coloracion amarilla.
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DISCUSION

Los resultados de la investigacion indican que la formacion de las biopeliculas y el crecimiento de las
bacterias en ella varfan entre los diferentes materiales, manifestando una formacién temprana en las tuberfas
HDPE y de manera mas tardia en las de PVC. Estos resultados estan respaldados por investigaciones previas
como las de Goraj et al. (2021) y Barrera (2014), quienes concluyeron que los materiales juegan un papel positivo
en el desarrollo de microorganismos en las biopeliculas, asi como en la comunidad bacteriana. Ademas, estudios de
Trinh et al. (2020) y Learbuch et al. (2021) respaldan la influencia del material en la formacion y desarrollo de las
biopeliculas, asf como en la biomasa, abundancia y composicion de las bacterias. Estos estudios recientes respaldan
los resultados de la investigacion, pues concluyen que el material utilizado para la conduccién del agua influye en
la formacion de las biopeliculas y las caracteristicas especificas de las bacterias en ellas, aspectos importantes para
la gestion optima de las redes de distribucién de agua potable.

Las pruebas hidraulicas aplicadas como medida de limpieza someten a las biopeliculas a estrés, evidenciado
por la disminucién en la cantidad de UFC en el material HDPE vy la aparicion de bacterias en las tuberias de
PVC y posterior eliminacion. Estos resultados encuentran respaldo en la investigacion de Liu et al. (2020) que
determinaron que la velocidad media de 1m/s influye en la formacion de las biopeliculas, y velocidades mas altas
generan medios de proteccion como la liberacién de las sustancias poliméricas extracelulares (EPS). Las pruebas
hidriulicas realizadas en la investigacién a velocidades de 0,90 a 1,30 m/s alteraron la formacién y desarrollo de
las biopeliculas.

Cowle et al. (2020) determinaron que la hidrodindmica, combinada con el tipo de material, afecta
la dindmica de las biopeliculas, con mayor abundancia a flujos bajos y dependiendo de la rugosidad en flujos
altos. Simunic et al. (2020) determinaron que, en zonas sin movimiento (zonas muertas), las biopeliculas pueden
controlarse manipulando los regimenes de flujo. Pero esta medida tiene limitaciones, surgiendo la implementacion
de acciones adicionales para la gestion 6ptima. Los resultados de la investigacion, respaldados por otros estudios,
determinan que las caracteristicas hidraulicas de las redes de distribucion influyen en la formacién y desarrollo de
las biopeliculas, asi como la cantidad de bacterias presentes en ellas.

Otro aspecto importante abordado en la investigacion es la desinfeccion del sistema. Cuando se sometié
a desinfeccion, las bacterias de la tuberia HDPE fueron eliminados por completo, y los del material PVC se
redujeron al minimo, sugiriendo la resistencia de estos ultimos a la desinfeccion. Trinh et al. (2020) indican que
cloro residual interviene en el crecimiento de biopeliculas, provocando una descompensaciéon del cloro debido al
crecimiento. Ademads, Potgieter et al. (2018) encontraron cambios en las comunidades bacterianas después de la
desinfeccion, y la temperatura ejerce influencia a largo plazo. X. Zhang et al. (2022) informaron que los materiales
y la cloracién impactan en la estructura de las biopeliculas y la comunidad microbiana, donde el material es el factor
impulsor en la composicién de las biopeliculas en comparacion de la cloracion. Zhu et al. (2020) sefialan que la
resistencia al cloro de las biopeliculas esta relacionada con el estado fisiolégico de las células bacterianas, asi como
la capacidad de formacién de esporas y la segregacion de las sustancias poliméricas extracelulares como medios de
proteccion. Zhang et al. (2019) indican que dosis mayores a 2 mg/L. suprimen bacterias resistentes a antibioticos,
inhibiendo su crecimiento en las biopeliculas, aunque existe transferencia de genes resistentes en la comunidad. Li
et al. (2021) determinaron que la desinfecciéon con cloro influye en el riesgo de desarrollo de resistencia bacteriana
a los antibidticos en las redes de agua potable.

Todos los estudios indican que la dosis del desinfectante influye en la eliminacién de las biopeliculas, pero
es importante considerar la formacién de subproductos del desinfectante a altas concentraciones, como indica
Duan et al. (2020), quienes encontraron que los trihalometanos y acidos haloaceticos aumentan con la dosis del
desinfectante. Se debe tener especial cuidado en la formacién de los subproductos del desinfectante ya que pueden
llegar a afectar la salud de las personas.
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CONCLUSIONES

El tiempo de crecimiento de las bacterias en las biopeliculas de tuberias de agua potable, se evidencid
desde los primeros cinco dias de funcionamiento del simulador. Asimismo, su presencia se manifesté en diferentes
medios de cultivo como agar Mac Conkey y el agar Nutritivo, afirmando que el acondicionamiento de las paredes
de la tuberfa se desarrollé durante los primeros cinco dias y los otros cinco dias se inicié con la adhesion de
las bacterias a las paredes. Esto ocurrié como consecuencia de la liberacién de nutrientes por parte del tipo de
material. Ademas, a pesar de haber realizado tanto las pruebas hidraulicas y la desinfeccién dentro del simulador
se evidenci6 presencia de bacterias en las biopeliculas.
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