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Presentacion

Es de publico conocimiento que las enfermedades de transmisién hidrica
(diarreas, parasitosis, disenterfas) mantienen desde hace demasiado tiempo en América
Latina y el Caribe tasas de morbimortalidad inaceptables en las sociedades modernas.

Existen tecnologias de tratamiento de agua que podrian reducir a valores infi-
mos tales enfermedades y, de hecho, en los paises desarrollados esto es lo que ocurre.

En la Reuniéon Cumbre de Gobiernos, realizada en Santa Cruz de la Sierra en
1996, a partir de la declaraciéon denominada Iniciativa 47, los jefes de Estado de los
paises de la Region de América Latina y el Caribe solicitaron a la Organizacién Paname-
ricana de la Salud/Otganizacion Mundial de la Salud (OPS/OMS) el apoyo para que
los paises del area pudieran hacer frente al problema de las enfermedades hidricas.

Asi, a partir de 1998, la OPS/OMS genera una serie de acciones, entre las
cuales destacan un Plan Regional de Mejoramiento de la Calidad del Agua vy, a partir de
la actividad del Area de Calidad del Agua del Centro Panamericano de Ingenierfa Sani-
taria y Ciencias del Ambiente (CEPIS/OPS), la produccion de una serie de herramien-
tas de gestion —guias, manuales, metodologias, etc.—, que pretenden aportar las nue-
vas visiones y métodos para dar batalla al problema de las aguas no seguras para la
salud.

Entre esas herramientas figuran las directrices para elaborar normas de calidad
del agua y gufas para desarrollar programas de vigilancia y control de la calidad del agua
para consumo humano. En ese marco, la presente obra, Manual para andlisis basicos de
calidad del agna de bebida, aporta la cuota necesaria en una de las areas fundamentales
relacionadas con todo programa de vigilancia y control.

El documento se concentra en la realizacién de andlisis en los niveles basicos
dentro de los programas de monitoreo, que son los niveles que cualquier pafs deberfa
aprobar para iniciar sus proyectos y acciones.
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El presente documento servird sin duda a los paises y a las instituciones relacio-
nadas con el agua de bebida para mejorar su control y propender a una mejor calidad
del agua y a una mejor salud de la poblacion.

Se destaca y agradece el importante aporte en la redacciéon de esta obra de la
Bidloga Margarita Aurazo de Zumaeta, experta laboratorista y funcionaria del
CEPIS/OPS durante una larga y exitosa carrera, asi como las sugerencias y aportes de
los siguientes funcionarios del Centro: Quim. Marfa Luisa Esparza, Quim. Vilma Mori,
Bidloga Carmen Vargas e Ing. Ricardo Rojas.

Ing. Felipe Solsona
Asesor Regional en Calidad del Agua
CEPIS/OPS
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PRIMERA PARTE

PROGRAMAS DE VIGILANCIA DE LA
CALIDAD DEL AGUA DE NIVEL BASICO



INTRODUCCION

En la primera parte de este manual se abordan aspectos generales de la vigilancia
de la calidad del agua a fin de introducir al lector en el tema y presentar la relaciéon entre
este y la transmision de enfermedades hidricas. Asimismo, se brinda informacién sobre
el alcance de la vigilancia de nivel basico y se detalla en qué casos es recomendable su
aplicacion.

En esta parte del libro se abordan los siguientes aspectos:

® [a problematica de la calidad de agua en el medio rural, donde las enfermedades
de transmisién hidrica son frecuentes.

® Dificultades que se presentan en la implantacién de un programa de vigilancia de
la calidad del agua en el medio rural.

® Parametros fisicoquimicos y microbiolégicos considerados en un programa de
vigilancia de nivel basico.

® (Capacidad analitica de los laboratorios requeridos para este tipo de programas.

® Metodologias de muestreo, preservacion, transporte, embalaje y envio, referidas
a los parametros propuestos para el nivel basico de vigilancia.



CAPITULO 1

EL NIVEL BASICO

1. LA PROBLEMATICA DE LA CALIDAD DEL AGUA
EN EL MEDIO RURAL

Se estima que en América Latina y el Caribe 43% de la poblacion rural no tiene
acceso al abastecimiento de agua con una calidad apropiada para el consumo humano
y para usos domésticos como la higiene personal (Mora, 1996).

Por otro lado, se ha demostrado que las enfermedades hidrotransmisibles como
la gastroenteritis, la fiebre tifoidea, la hepatitis A y el cdlera, entre otras, estan entre las
principales causas de muerte en los paises de América Latina. Hay una relacién directa
entre la mortalidad infantil y la cobertura y calidad del agua de consumo humano
debido a que los nifios son especialmente propensos a enfermarse con diarrea.

Se considera que la diarrea es la primera causa de muerte entre los nifios de entre
1y 4 afos de edad, con dos millones de defunciones al afio en todo el mundo (Piza,
1996). Los nifios menores de 5 afios aun no tienen completo el sistema inmunolégico y
en los pafses en vias de desarrollo, la mayor parte de ellos estan afectados por la
desnutriciéon. En general, la diarrea es transitoria en las personas bien alimentadas y
persistente en las mal nutridas. La infeccion repetitiva puede aumentar la desnutricion,
que, a su vez, incrementa la vulnerabilidad ante nuevas infecciones.

Las comunidades rurales se encuentran en permanente riesgo de contraer
enfermedades hidricas porque comunmente viven sin acceso a agua segura y a servicios
de saneamiento. Las poblaciones que se abastecen directamente de aguas de origen
superficial (rfos, lagunas, lagos) se encuentran aun en mayor riesgo debido a que la
fuente de agua esta expuesta a la contaminacion fecal. Las razones para ello incluyen la
carencia de una apropiada disposicién de excretas y factores como la defecacion a
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campo abierto, las letrinas mal disefiadas y la presencia de animales domésticos y silvestres
que actian como reservorios de agentes patdgenos.

Una pequefia parte de la poblacion rural cuenta con servicios de abastecimiento
y, en muchos casos, el servicio de agua es discontinuo. Por este motivo, los pobladores
la suelen almacenar en recipientes. La constante manipulacion de estos recipientes
incrementa las posibilidades de que el agua se vuelva a contaminar y, por consiguiente,
que aumente el riesgo de transmision de enfermedades gastrointestinales.

El tratamiento y la desinfeccion efectiva del agua de consumo humano mejoran
la calidad del agua. Pero en las areas rurales se presenta una serie de factores que dificultan
su ejecucion. Estos factores estan relacionados con aspectos politicos, econémicos,
sociales y culturales. Entre ellos estan la ubicacién geografica; las dificultades en las vias
de comunicacién; una limitada inversién en infraestructura sanitaria y programas de
desinfeccion, en personal de operacién y mantenimiento de los sistemas de servicios de
agua; los problemas de logistica; un marco institucional no definido y la falta de lideres
en las comunidades.

En las zonas rurales los factores mencionados también dificultan la aplicacion
eficiente de los programas de vigilancia y control de la calidad del agua de consumo
humano. Se requiere, entonces, identificar la forma de efectuar un monitoreo basico de
la calidad del agua, lo que permitira tomar decisiones en forma oportuna y evitar la
transmisioén de enfermedades hidricas.

2. LOS PROGRAMAS DE VIGILANCIA Y
CONTROL DE LA CALIDAD DEL AGUA

Los programas de vigilancia y control de la calidad del agua para consumo hu-
mano tienen como objetivo proteger la salud del consumidor aportando datos sobre dicha
calidad y alertas sobre la necesidad de aplicar medidas de control para evitar que el agua
sea portadora de agentes patégenos, sustancias quimicas toxicas u otros elementos nocivos.

La implementaciéon de un programa de vigilancia y control de la calidad del agua
aporta un sinnimero de beneficios. Aparte del principal, que es la disminucion de la tasa
de enfermedades hidrotransmisibles, permite obtener informacion sobre la real situacion
del abastecimiento de agua, priorizar las inversiones y mejorar la calidad del servicio de
abastecimiento de agua.

Generalmente, la vigilancia de la calidad del agua es efectuada por las autoridades
de salud, que son responsables de evaluar el riesgo al que esta expuesta la poblacion en
este terreno.
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El control de la calidad del agua es responsabilidad de la entidad abastecedora,
encargada de verificar si el agua que se esta suministrando cumple con los valores limite
que senalan las normas de cada pafs y ejecutar las acciones correctivas que sean necesarias,
as{ como el mantenimiento y las supervisiones.

Aparte de los organismos responsables de la vigilancia y control de la calidad del
agua, es importante el rol que desempenan las entidades reguladoras, instituciones que
cumplen la funcién de fiscalizar a las empresas y cuentan con las herramientas necesarias
para sancionar a los abastecedores (Solsona, 2002).

Establecer un programa de vigilancia y control de la calidad del agua en las zonas
rurales es una tarea muy compleja, debido a que un elevado porcentaje de comunidades
asentadas en ellas se abastece directamente de la fuente y las localidades que cuentan con
una pequefia planta de tratamiento no tienen un abastecedor responsable. Ademas, las
autoridades ejercen escasa o nula supervisiéon de los servicios de abastecimiento.

Es necesario que en las zonas rurales el control de la calidad del agua tenga un
alcance mayor que en las zonas urbanas e involucre varios aspectos que en las ciudades
son asumidos por las autoridades responsables (Rojas, 2002). Por ejemplo, los siguientes:

® calidad del agua para consumo humano;

® nivel de servicio de abastecimiento de agua a la comunidad;

deficiencias de los componentes del sistema de abastecimiento que influyen en el
deterioro de la calidad del agua;

estado de la gestion del sistema de abastecimiento de agua;
grado de sostenibilidad del servicio de abastecimiento;
caracteristicas de la conducta sanitaria de los usuarios;

programas de educacion sanitaria;

seguimiento epidemiolégico de la incidencia de enfermedades transmisibles por
via hidrica;

® impacto econémico.

3. ALCANCE DEL NIVEL BASICO
DENTRO DE LOS NIVELES PROGRAMATICOS

Los programas de vigilancia y control de la calidad de agua en las zonas rurales
tienen como elementos basicos la evaluacion de la calidad fisicoquimica y microbiolégica
y la inspeccién sanitaria (Rojas, 2002).
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3.1 Evaluacién fisicoquimica y microbiolégica

Mediante la evaluacion fisicoquimica y microbiolégica del agua se obtienen datos
sobre la calidad del agua. En las zonas rurales, si bien los analisis debieran ser exhaustivos
y completos, si los recursos no lo permitieran, se recomienda aplicar una evaluacién de
nivel basico, que debera considerar como minimo los niveles de turbiedad, pH, cloro
residual (total, combinado, libre), coliformes totales y coliformes termotolerantes. Los
valores maximos permisibles de los parametros de calificacion de la calidad del agua
estaran establecidos en las normas de cada pais (Solsona, 2002).

En las areas rurales, la evaluacion fisicoquimica y microbioldgica se efectuard en
muestras colectadas en la zona o punto de abastecimiento. En el caso de que la comunidad
cuente con una planta de tratamiento, se considerara un muestreo a la salida de la planta,
la red de distribucién y las conexiones domiciliarias.

Si en determinada comunidad la desinfeccion se realiza in situ, es conveniente
efectuar un muestreo dentro de los hogares, con el objetivo de evaluar el impacto de la
desinfeccion, el almacenamiento o la manipulacién intradomiciliaria del agua.

La frecuencia del muestreo esta relacionada con el tamafio de la poblacién y la
categoria de la zona (urbana, urbano-marginal o rural). Para zonas rurales, se sugiere lo
siguiente (Rojas, 2002):

Cuadro 1.1
Frecuencia de muestreo en sistemas rurales

Parametros Poblacion Numero de Frecuencia de
abastecida muestras muestreo

En planta de tratamiento y Una muestra por Agua de origen

fuentes de agua subterranea: fuente superficial: cada 2 afios

analisis fisicoquimicos* Agua de origen
subterraneo: cada 5 aflos

En reservorios de servicio*: Una muestra por Tres por afio

pH componente

turbiedad

coliformes termotolerantes

En red de distribucion*:

pH < de 1.000 3 Anual
turbiedad 1.001 2 2.000 4 Anual
coliformes termotolerantes 2.001 2 5.000 6 Anual

*  Si hay cloracién, se deben efectuar tantas determinaciones de cloro residual como sean posibles. En los

sistemas de abastecimiento se medira el cloro en la salida de la planta de tratamiento y en el grifo del
consumidor mas alejado de la planta (Solsona y Méndez, 2002).
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De acuerdo con las caracterfsticas geograficas y la realidad de las localidades
rurales (Rojas, 2002), los puntos de muestreo seran los siguientes:

® salidas de manantiales;

® salidas de pozos de agua.
Y en el caso de que la comunidad cuente con una planta de tratamiento:

salidas de las plantas de tratamiento;
salidas de componentes;
lineas de impulsion y aduccion;

red de distribucion;

en casos excepcionales, se hara un muestreo de nivel intradomiciliario.
3.2 Inspeccién sanitaria

Enla inspeccion sanitaria se identifican los riesgos de contaminacion que se podrian
presentar en la fuente de agua y sila comunidad cuenta con una planta de tratamiento,
servira para detectar las deficiencias que puedan presentarse.

La inspeccion sanitaria permite identificar condiciones que aumentan el riesgo de
contaminacién del agua y que muchas veces no se observan con los analisis. Esta
inspeccion se efectia mediante la observacion y detecciéon de los posibles factores
contaminantes.

En las zonas rurales se observara si se presenta algun factor que podria alterar la
calidad del agua; por ejemplo, en el caso de un pozo, si hay acumulacién de basura en
los alrededores, si el pozo esta desprotegido, etcétera. Si la comunidad se abastece de
agua de origen superficial, en la fuente se observara presencia de basura, crecimiento
excesivo de algas, cambios de color del agua, etcétera. Si la comunidad cuenta con una
planta de tratamiento, se tomara en cuenta el nivel de higiene en las instalaciones y los
alrededores. Se sugiere efectuar dos inspecciones sanitarias al afio tanto en la planta
como en sus componentes (Rojas, 2002).

4. REALIDADES, REQUERIMIENTOS Y ESTRATEGIAS

Un programa de vigilancia de la calidad del agua sera viable y efectivo si se
concibe dentro de un marco que considere los factores que determinaran su viabilidad.
Entre estos factores estan la disponibilidad de recursos humanos, materiales y econémicos.
También es importante la capacidad ejecutiva de la institucion responsable de la vigilancia.
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Asimismo, un programa de vigilancia de la calidad del agua requiere un marco

legal que permita la oportuna intervencion politica, una legislacion clara que identifique
y defina las entidades de vigilancia y control y que contemple la preservacion de la
calidad de las fuentes de agua, asf como una normatividad respaldada por reglamentos,
normas y c6digos.

Para lograr la implementacion de la vigilancia de la calidad del agua en zonas

rurales, se requiere lo siguiente:

Conocer el numero y caracteristicas de las comunidades rurales mediante una
encuesta y un inventario a escala nacional. Esto permitira identificar las fuentes
de agua que estan en uso y sus limitaciones, asi como las areas prioritarias —ge-
neralmente ubicadas en zonas endémicas—, que no tienen agua de calidad apro-
piada para el consumo humano.

Contar con un marco legal, conocer las normas y reglamentos de la calidad del
agua para consumo humano e identificar los criterios de calidad del agua que se
emplearan en el programa.

Identificar las fuentes de financiamiento del programa.

Establecer la metodologia de trabajo, que considerara los procedimientos para
la vigilancia de los servicios rurales. Se contara con manuales de procedimiento a
fin de unificar los criterios y normalizar los procedimientos de ejecucion del
programa.

Identificar las entidades que participaran y definir sus responsabilidades.

Ubicar un centro regional de operaciones, un laboratorio central y laboratorios
periféricos debidamente equipados. Se requiere un laboratorio basico para atender
una red de vigilancia de la calidad del agua; es decir, con el equipamiento necesario
para analizar los parametros fundamentales.

Identificar la red dentro de la cual se sostendra el sistema.

Establecer un sistema de informacién que, en forma oportuna y eficiente, permita
atender los requerimientos de las autoridades involucradas y al publico usuario.

Contar con personal capacitado en cada una de las responsabilidades asignadas.

Desarrollar encuestas domiciliarias sobre las condiciones de almacenamiento del
agua en los hogares.

Vigilancia epidemiolégica con el objetivo de identificar las areas de alto riesgo de
transmisioén de enfermedades hidricas.

Frente a las dificultades que se presentan en un programa de vigilancia de la

calidad del agua en las zonas rurales, no es aconsejable ni practico iniciar la vigilancia con
un nivel avanzado. Las entidades reguladoras o autoridades de salud responsables de la
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vigilancia y control podrian considerar un nivel basico, si se tiene en cuenta la capacidad
instalada de los laboratorios. El programa de vigilancia disefiado para las zonas rurales
debe ser practico y aplicable a cada realidad.

Entre las estrategias que favorecen la implementacion de un programa de vigilancia
de la calidad del agua para consumo humano esta la reducciéon del costo al minimo,
principalmente en los rubros de laboratorio, personal y transporte, que normalmente
son los que ocasionan la mayor parte de gastos. Para reducir estos costos, se pueden
aprovechar las redes existentes, ya sean de la comunidad o de las entidades de salud.

Otra estrategia interesante es demostrar a la poblacion y a las autoridades los
beneficios de un programa de vigilancia y control mediante la medicién del impacto
epidemioldgico. Al enlazar la vigilancia epidemiolégica y los programas de monitoreo
del agua, se puede medir el impacto del progreso y su posible aceptabilidad socio-
econdémica.

Asimismo, la educacién sanitaria de la poblacién involucrada en el programa
asegura su apoyo, interés y participaciéon voluntaria. En las comunidades rurales, la
participacion de la comunidad en las acciones de vigilancia de la calidad del agua es
decisiva, pues los propios pobladores podrian ayudar a identificar los problemas. La
educacion sanitaria favorecera el aprendizaje de las buenas practicas de higiene personal
y doméstica, el manejo del agua dentro de la vivienda y la comprension y asimilacion
del concepto de agua segura. En las zonas rurales, la forma de recolecciéon, almacena-
miento y manipulacién del agua en los hogares tiene especial importancia para la
conservacion de la calidad del agua.

Se ha demostrado que cuando se logra emplear con éxito la herramienta de la
educacion sanitaria en las comunidades rurales, es posible que la poblacién participe
activamente en los programas de vigilancia de la calidad del agua en las siguientes acciones
(Rojas, 2002):

colaborar con la obtencién de la informacién;
ayudar al personal de vigilancia en la recoleccién de muestras de agua;

controlar la cantidad y calidad del agua de consumo humano;

°
°
°
® informar periédicamente los resultados al organismo de vigilancia sanitaria;
® velar por el uso adecuado del suministro de agua;

® fijar prioridades en la implementacion de las medidas correctivas;

°

asumir el mantenimiento del sistema de abastecimiento de agua y las reparaciones
sencillas;

® solicitar personal calificado para afrontar los problemas que requieren particular
atencion.






CAPITULO 2

DETERMINACION DE LOS
PARAMETROS DE NIVEL BASICO

1. EL CONCEPTO DE ANALISIS BASICO

En un programa de vigilancia, la seleccion de los parametros estara en funcién
de lo que estipulen las normas de cada pais y del nivel de riesgo para la salud. Por ello
tienen particular importancia los pardmetros bacterioldgicos y los relacionados con la
desinfeccion del agna. En los programas de vigilancia de la calidad del agua de nivel
basico se consideran los siguientes parametros: coliformes totales y termotolerantes,
cloro residual, pH y turbiedad.

Con respecto a los coliformes totales y termotolerantes, las Gufas para la Calidad
del Agua Potable de la Organizacién Mundial de la Salud indican que en un programa
de vigilancia y control no es practico monitorear cada uno de los agentes patégenos
debido a que para su deteccion se requieren procedimientos complejos y un tiempo
largo para la obtencién de resultados (OPS, 1988). Es suficiente la identificacién de un
grupo determinado de microorganismos con significado higiénico y sanitario. La
enumeraciéon de estos microorganismos es importante porque nos dara una idea del
nivel de contaminacién y las cifras resultantes se podran comparar con los valores
propuestos en las normas de calidad del agua. A estos grupos de microorganismos se
los considera como indicadores bacterianos de contaminacién. En el caso del agua
para consumo humano, comunmente se utiliza a los coliformes como indicadores de
contaminacién por heces de seres humanos y animales de sangre caliente.

Con respecto a las determinaciones fisicoquimicas bésicas, se sabe que en las
areas rurales el problema principal para la calidad del agua de bebida es la contaminacion
de tipo biolégico y, en especial, la contaminacion bacteriana. Sin embargo, también es
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necesario efectuar un monitoreo de tres aspectos fisicoquimicos de importancia practica:
el cloro residual, la turbiedad y el pH.

En el caso de que el agua haya sido desinfectada con cloro, la medicién del cloro
residual indica la presencia de un remanente del desinfectante capaz de asegurar la
inhibicién o muerte de las bacterias patdgenas.

Ademas de cloro residual, en un programa de vigilancia y control de la calidad
del agua de nivel basico también es practico medir la turbiedad y el pH. Ambos
parametros constituyen una guia muy atil para evaluar aspectos generales de la calidad
del agua.

El pH y la temperatura del agua influyen en la desinfeccion. La turbiedad esta
relacionada con la cantidad de particulas. Se ha demostrado que al menor incremento
de la turbiedad en el agua tratada, aumenta el riesgo de transportar particulas de un
tamafio semejante al de los quistes de protozoarios parisitos como la Giardia y el
Cryptosporidium. Por otro lado, las particulas pueden enmascarar a los virus y bactetias
y, por consiguiente, dificultar su inhibicién por accién del desinfectante. Asimismo, el
incremento de la turbiedad en el agua tratada aumenta la posibilidad de transmisién de
enfermedades hidricas (Le Chevallier, 1992).

2. EL PERSONAL Y EL GRADO DE
CAPACITACION REQUERIDOS

El éxito de un programa de vigilancia se sustenta en la calidad de la informacién
que recibe. Dicha calidad solo estara garantizada si el personal estd capacitado para el
desempeno de sus funciones. De este modo, en toda la red de vigilancia se deben
emplear en forma correcta los mismos procedimientos y esto facilitara la recoleccion
de datos, el tratamiento estadistico de ellos y la interpretacién de los resultados.

El personal responsable de ejecutar los analisis basicos requiere capacitacién en
los siguientes aspectos:

® Procedimientos de muestreo, preservacion, embalaje y transporte de la muestra.

® Procedimientos para cada una de las actividades de laboratorio. Las principales
son las siguientes:

& preparacion del material para el muestreo;
23 limpieza del material;

23 esterilizacion del material;
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* preparacién de medios de cultivo y reactivos;

& almacenamiento del material y de los reactivos;

% eliminacién de residuos de laboratorio, tanto central como periféricos;
23 procedimientos analiticos;

% uso de equipos de campo.

® Buenas practicas de laboratorio.

® Aseguramiento de la calidad analitica para garantizar los datos reportados.

3. DONDE REALIZAR LAS DETERMINACIONES

Para atender los requerimientos analiticos de un programa de vigilancia de la
calidad del agua de bebida en las zonas rurales, se requiere contar con una red de
laboratorios conformada por un laboratorio central y un niimero suficiente de laboratorios
periféricos. Los resultados de los andlisis seran oportunamente reportados y procesados
por la red de informacién del programa.

Si la muestra de agna de bebida, para un andlisis bacterioldgico, se colecta en onas
alejadas de un laboratorio periférico y el tiempo de transporte de la muestra es mayor de 30
horas, se recomienda que los andlisis se efectiien en el campo con equipos portdtiles. Para
ello, el técnico responsable de los analisis debera estar capacitado en el manejo de los
equipos y accesorios, técnicas analiticas, y siempre mantendra las condiciones apropiadas
para garantizar la calidad analitica.

4. EQUIPOS Y MATERIAL MiNIMO DE LABORATORIO

En un laboratorio de nivel basico se requiere un ambiente fisico con servicios de
agua y luz, mesas de trabajo y gabinetes para almacenar el material. En general, para los
analisis basicos, se requieren los instrumentos y materiales mencionados a continuacion.
Los requerimientos especificos se presentan en la descripcion de cada metodologfa
analitica.
4.1 Equipos y materiales minimos para un laboratorio basico

® Equipos de esterilizacion

a) Una estufa para esterilizacién y secado, con una temperatura de entre 170
y 180 °C, con termostato y termdmetro.
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b) Un autoclave a 15 libras de presién y una temperatura de 121 °C a nivel
del mar, con valvula de seguridad, un manémetro y un termémetro.

® Incubadoras

a) Una incubadora, con una temperatura de incubacién de 35 + 0,5 °C, con
termostato y termoémetro.

b) Un equipo de bafio Marfa, con una temperatura de incubacién de 44,5
0,2 °C, con termostato y termdmetro.

® Destilador

Un destilador de agua no tdxica libre de sustancias que interfieran con la
multiplicacién bacteriana.

® DPotenciémetro

Un potenciémetro con una precision de 0,1 unidades de pH. Tampones para
calibrar pH: 4,0; pH: 6.86; 9,18 y solucion buffer.

® Turbidimetro y comparador de cloro, con sus respectivos accesorios y reactivos,
mencionados en el item correspondiente a dichos parametros.

® Equipo para pesar

Una balanza simple con pesas de hasta 500 gramos con una exactitud de 0,1
gramos o una balanza digital con igual exactitud.

® Refrigeradora
Una refrigeradora para guardar los medios de cultivo preparados.
® Equipo para filtracién

Una fuente de vacio; es decir, una bomba de vacio u otro dispositivo que produzca
una presion diferencial en el portafiltros.

® (ristaleria

El material de la cristalerfa debe ser resistente al calor. En algunas pruebas se
pueden usar frascos o vasos de polietileno.
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® Frascos de muestreo
® Matraces

® Pipetas tipo Mohr de 1 y 10 mL con graduacién 1/10, volumétricas tipo clinico
y graduadas

® Tubos de ensayo de vidrio borosilicato de 12 mm X 120 mm y de 16 mm X
150 mm

® Tubos Durham

® Placas de petri de vidrio o de plastico no téxico de 48 mm de diametro X 8,5
mm de altura

® Probetas graduadas.
Otros

® Membranas filtrantes de 47 mm de diametro y con una porosidad de 0,45 um
® DPinzas de acero inoxidable con extremidades redondeadas

® JLupa

® Espatulas de plastico

® Pinzas de extremos redondeados para transportar las membranas de filtracién

® Asas de inoculacion de platino, platino iridio o niquel y cromo con un aro de 3
mm de didmetro

® Guantes para la manipulaciéon de material caliente
® [apices con tinta indeleble a prueba de agua

® Mecheros de Bunsen

® (Caja térmica para el transporte de muestras

® Hielo o gel refrigerante.

5. MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS QUIMICOS

Para la preparacion de los medios de cultivo de los analisis bacteriologicos, se
recomienda utilizar medios deshidratados y que ofrezcan garantia de calidad. Los medios
de cultivo y los reactivos requeridos para cada tipo de analisis propuesto en el presente
manual figuran en la descripcién de cada técnica y en el apéndice A.
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6. CONTROL DE CALIDAD ANALITICA

La obtencion de resultados precisos y confiables en los examenes rutinarios de la
calidad del agua contribuira al éxito de un programa de vigilancia. Se requiere que las
pruebas, tanto las de campo como las de laboratorio, se desarrollen bajo un control de
calidad analitica. Este control se realiza mediante la aplicacion rutinaria de procedimientos
que se siguen en forma paralela al desarrollo de los ensayos y que tienen como objetivo
el aportar datos para monitorear la fiabilidad y/o exactitud de los resultados obtenidos
en las pruebas.

El control de calidad interno en un laboratorio o en un analisis de campo se
ejecuta mediante procedimientos que monitorean la forma en que se llevan a cabo las
pruebas, las condiciones de los equipos, los medios de cultivo, los reactivos y el desarrollo
de los procedimientos analiticos. El control de la calidad analitica de los parametros
basicos incluye el uso de blancos, controles positivos, controles negativos, réplicas de
analisis de las muestras y, en determinados casos, el uso de cartas de control, especifica-
mente en algunos de los parametros considerados en los programas intermedios y
avanzados de los programas de vigilancia de la calidad del agua.

Para asegurar la calidad de los resultados, es necesario que ademas de considerar
las acciones de control de calidad antes mencionadas, se lleve a cabo un plan sistematizado
de aseguramiento de la calidad cuyo objetivo sea lograr la confiabilidad de los resultados
analiticos (Castro, 1996).

6.1 Plan de aseguramiento de la calidad

El plan de aseguramiento de la calidad abarca el muestreo, la manipulacién, el
transporte, el almacenamiento, las metodologias analiticas, la calibracién y el
mantenimiento de instrumentos y equipos, la preparacion del material que sera usado
en los ensayos, la correcta aplicacion de los calculos y la emision de resultados en forma
apropiada y oportuna. En este plan esta incluido el sistema de control de calidad interno
y externo.

Para que un laboratorio genere datos seguros y confiables, se requiere atender,
como minimo, los siguientes aspectos:

® Infraestructura fisica apropiada, fuentes de energfa, agua, ventilacion y demas
servicios basicos, a fin de lograr el cumplimiento de las tareas con seguridad,
efectividad y comodidad. Se requiere un laboratorio con areas separadas de re-
cepcién de muestras, de examen de muestras, preparacion de medios de cultivo
y reactivos, de esterilizacién y lavado de materiales, asi como de almacenamiento
y refrigeracion.



DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DE NIVEL BASICO 19

Instrumentos y equipos con las caracteristicas exigidas por el método analitico y
bajo un programa de mantenimiento.

Materiales, medios de cultivo y reactivos en buen estado.
Utilizar procedimientos analiticos estandarizados.
Personal del laboratorio capacitado segin sus funciones.
Mantenimiento y calibracién de equipos e instrumentos.
Desarrollo de un sistema de almacenamiento de datos.

Un programa de control de calidad interno y externo, con un procedimiento de
correccion de problemas cuando se observa un resultado dudoso. El laboratorio
contara con un programa sistematico de control de calidad para monitorear la
fiabilidad o exactitud de sus resultados.

Cumplimiento de las buenas practicas de laboratorio.






CAPITULO 3

ADMINISTRACION DE UN
LABORATORIO DE NIVEL BASICO

1. ORGANIZACION, ORDEN Y MEDIDAS DE HIGIENE

Las funciones del personal de los laboratorios periféricos y central deben estar
claramente definidas porque eso facilita el orden, el buen cumplimiento de actividades,
la capacitacion especifica segtin las funciones y el deslinde de responsabilidades.

La red conformada por el laboratorio central y los laboratorios periféricos es
responsable de los siguientes aspectos:

® Programar la toma de muestras segtin los lineamientos del programa de vigilancia.

® Preparar el material para el muestreo y analisis, tanto en el laboratorio como en
el campo.

® FEjecutar los analisis.

® Mantener un programa de control de calidad de los analisis de laboratorio y de
campo (blancos, controles positivos, controles negativos y réplicas).

® (Capacitar al personal responsable de la toma de muestras y de los analisis.

Como minimo, se requiere que los laboratorios estén dirigidos por un profesional
capacitado en los procedimientos analiticos de los parametros seleccionados para el
programa de vigilancia; que conozca las buenas practicas de laboratorio, control de calidad
y aseguramiento de la calidad de las pruebas analiticas. Se debe contar con un equipo de
técnicos capacitados en procedimientos relacionados con el muestreo, analisis (de
laboratorio y de campo) y reporte de resultados. Es indispensable que la red de laboratorios
tenga un eficiente y oportuno sistema de informacién de resultados al laboratorio regional
o al central, segtin lo disponga la entidad responsable del programa de vigilancia.
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Por otro lado, es conveniente que el laboratorio cuente con instalaciones que
permitan a los trabajadores laborar en un ambiente sin riesgos para la salud, amparados
por un programa de bioseguridad, y que todo el personal asuma el cumplimiento de las
buenas pricticas de laboratorio, tanto en el trabajo efectuado en el laboratorio como en
el campo.

1.1 Buenas practicas de laboratorio

En un laboratorio de microbiologfa el personal estd expuesto a la contaminacion
con microorganismos que pueden ser ingeridos por la accion de absorber y expulsar
las muestras de agua con la pipeta usando directamente la boca. El analista también se
puede contaminar con los diferentes articulos que se manipulan en un laboratorio y que
accidentalmente pueden llevarse a la boca. Estos articulos, que podrian estar contaminados
con microorganismos, incluyen alimentos, bebidas, lapiceros, cigarros. También
constituyen un riesgo las manos contaminadas. Otras formas de que ingresen los micro-
organismos al cuerpo son la inhalacién —por ejemplo, de los aerosoles que se producen
en el laboratorio—, la absorcién a través de la piel y la contaminacién accidental de los
0jos.

El cumplimiento de las buenas practicas de laboratorio contribuira a la proteccién
de las personas que directa o indirectamente estan relacionadas con las actividades del
laboratorio. Entre las buenas practicas de laboratorio mas importantes tenemos las
siguientes:

® Bajo ninguna circunstancia se pueden pipetear con la boca las muestras de agua,
los medios ni los reactivos.

® No se deben consumir ni almacenar alimentos ni bebidas en el laboratotio.
® No se deben llevar a la boca los lapices ni las etiquetas.

® [Las pipetas y varillas de vidrio rotas o astilladas deben ser reemplazadas
inmediatamente.

® Dentro del laboratorio, se debe usar obligatoriamente mandil o delantal, que
debe estar correctamente abotonado.

® El material contaminado debe ser esterilizado y los residuos de los medios de
cultivo, membranas, almohadillas (pads), etcétera, se deben colocar, después de
esterilizados, dentro de bolsas seguras, antes de ser eliminados.

® Durante los analisis y manejo de materiales que despidan particulas al ambiente,
es necesario colocarse mascarillas, ya que las bacterias y particulas pueden ser
inhaladas a través de los aerosoles producidos en las operaciones rutinarias.
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2. ADQUISICION, DISPONIBILIDAD Y REPOSICION DEL
MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPOS

Para optimizar la disponibilidad y la reposicion de los equipos, materiales y
reactivos usados en los ensayos, conviene que el laboratorio cuente con un programa
de trabajo en el cual se tome en cuenta el nimero de muestras analizadas en un determi-
nado tiempo, asi como el gasto de materiales, reactivos y equipos que representa el
volumen de muestras por procesar.

Para garantizar la disponibilidad y reposicién de equipos y materiales, es imprescin-
dible que el laboratorio cuente con un inventario actualizado y con procedimientos
documentados para la compra, recepcién y almacenamiento de equipos, materiales y
reactivos. Asimismo, se requiere un registro de entidades responsables del mantenimiento
y la calibracion de equipos y otro de distribuidores de equipos, materiales, reactivos y
medios de cultivo.

Los equipos que ingresen al laboratorio seran registrados en el inventario y en su
respectiva ficha de identificacion. Se consideraran los siguientes datos:

descripcion del equipo;

nombte del fabricante;

una copia de las instrucciones del fabricante;

entidad responsable del mantenimiento y fechas de mantenimiento;

entidad responsable de la calibracion y fechas de calibracion;

registro de tipo y fecha de las reparaciones efectuadas.

Para asegurar el manejo apropiado, la disponibilidad y reposicién de los reactivos
y materiales, se requiere contar con un procedimiento escrito que considere los siguientes
aspectos:

especificaciones de los reactivos y materiales;

® scleccion de caracteristicas que serviran para verificar los productos en el momento
de su aceptacion;

® condiciones de almacenamiento;
® manejo de materiales con vida util definida;

® disposicion de reactivos y medios de cultivo no usados o vencidos.
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3. COSTOS POR ANALISIS

La determinacién del costo del analisis por muestra se efectia sobre la base de
las siguientes variables:

remuneracion del analista segin el tiempo empleado en el analisis;
cantidad de reactivos y medios de cultivo usados por muestra;

cantidad de materiales especificos por analisis como filtros de membrana;
depreciacion de los materiales de laboratorio y de los equipos;

gastos por servicios basicos: agua, luz y gas;

agregar gastos de transporte si el personal de laboratorio efectia el muestreo.

En el capitulo 5, cuadro 5.1, se presenta una tabla con los costos aproximados
de los analisis bacteriolégicos.

4. SOSTENIBILIDAD ECONOMICA DE UN
LABORATORIO DE NIVEL BASICO

Es prioritario que en un programa de vigilancia de la calidad del agua de bebida
se establezcan los procedimientos econémicos y los costos con claridad y que se cuente
con un financiamiento asegurado para los gastos que generen el muestreo, el analisis de
las muestras y el envio de resultados. Ademas, se deben establecer los nexos entre las
autoridades de salud y la comunidad a fin de involucrarlas con los objetivos del programa
de vigilancia. El programa CALCOS-PVA, desarrollado por el CEPIS/OPS, es una
herramienta recomendada para la evaluacion de tales costos.

En los planes estratégicos de sostenibilidad econémica de estos laboratorios, es
conveniente que el programa de vigilancia logre establecer mecanismos que permitan el
flujo de los fondos, a fin de que los laboratorios cuenten con ellos en forma oportuna.
Por otro lado, también es prioritario el control del uso adecuado de los fondos, de las
actividades y de los logros funcionales y operativos.

5.  PRODUCCION Y MANEJO DE LA
INFORMACION ANALITICA

El laboratorio central y los laboratorios periféricos contaran con un sistema de
registro de resultados, manual o computarizado. Este sistema proporcionara informacioén
suficiente para rastrear la muestra desde su recepcion hasta la emision del informe por
el laboratorio. El archivo de datos, los datos originales, las estimaciones y los calculos se
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deben mantener en el laboratorio por un tiempo razonable, que sera establecido por el
programa.

Antes de que los resultados sean emitidos por los laboratorios, deben ser revisados
y aprobados por las personas autorizadas. Asimismo, seran reportados con exactitud,
claridad, de manera objetiva, sin ambigliiedad y en forma oportuna, a fin de que la
autoridad responsable pueda tomar una accion inmediata.

La produccién y el manejo sistematizado de la informacion obtenida tanto en la
inspeccion sanitaria como en las pruebas analiticas contribuiran al éxito de un programa
de vigilancia de la calidad del agua de bebida.






CAPITULO 4

TOMA DE MUESTRAS

1. TECNICAS DE MUESTREO

La recoleccién de la muestra es un punto critico en el procedimiento de la
evaluacién de la calidad del agua. La seleccion del punto de muestreo tendra como
requisito principal que la muestra sea representativa del sistema, del componente, de las
fuentes de agua, del reservorio, etcétera.

El envase para la toma de muestras tendra las caracteristicas apropiadas para el
tipo de analisis que se efectuara. Para el analisis microbiolégico, la muestra se tomara en
un envase de 250 mililitros de capacidad, de vidrio o plastico autoclavable, de boca
ancha y con tapa rosca. Se debera cubrir la tapa del frasco con papel £raft y fijarlo con
un cordel. Los analisis fisicoquimicos basicos (cloro residual, pH y turbiedad) deben ser
preferentemente evaluados en el campo. En caso de que no se cuente con los equipos
de campo requeridos para la evaluacion de los parametros fisicoquimicos basicos, la
muestra se tomara en frascos de vidrio o de polietileno, en un volumen de 500 mililitros;
no se requieren preservantes. No se debe exponer la muestra a la luz ni tampoco
agitarla. L.a muestra debe ser analizada en forma inmediata.

Las muestras de agua para consumo humano tratada y sometida a un proceso
de desinfeccién con cloro se deben colectar en un frasco esterilizado al cual, antes de 1a
esterilizacion, se le hayan adicionado 0,1 mililitros de solucién de tiosulfato de sodio al
1,8% para cada 100 mililitros. Con este reactivo se neutraliza el cloro residual. Esta
cantidad de tiosulfato de sodio es suficiente para neutralizar concentraciones de hasta 5
mg/L de cloro residual y es adecuada para una muestra de rutina. En situaciones
especiales, como emergencias, en que el cloro residual puede ser mayor de 5 mg/L, se
requiere una mayor cantidad de tiosulfato; en estos casos, pueden utilizarse volimenes
de 0,1 mililitros de solucién de tiosulfato de sodio al 10% para cada 100 mililitros de
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muestra. Esta cantidad es suficiente para neutralizar concentraciones de hasta 15 mg/L
de cloro residual.

Parala recoleccion de muestras de aguas sospechosas de contener concentraciones
supetiores a 0,01 mg/L de metales pesados tales como cobre, cinc, etcétera, se deberan
adicionar en el frasco de recolecciéon, antes de su esterilizacion, 0,3 mililitros de una
solucién de acido etilenodiaminotetracético-EDTA al 15% para cada 100 mililitros de
muestra. Cuando se requiera, también se agregara una solucién de tiosulfato de sodio
(volumen de 0,1 mililitros de una solucién al 10% para cada 100 mililitros de muestra).
La solucién de EDTA puede ser adicionada a un frasco de recoleccion sola o combinada
con una solucién de tiosulfato de sodio. El EDTA actia como agente quelante y reduce
la accion téxica de los metales.

Otro punto importante en el muestreo es la correcta y clara identificacion de la
muestra. En la etiqueta o ficha de muestreo debe figurar toda la informacién requerida.
Los datos basicos son los siguientes:

Cuadro 4.1
Datos basicos de la etiqueta de muestreo

Numero de muestra.

Punto de muestreo.
Localidad.
pH.

Temperatura.

Cloro residual (en el caso de agua potable).
Turbiedad.

Y si el programa de vigilancia lo requiere, se deben considerar otros datos que
permitan interpretar los resultados en forma correcta. En el apéndice B se presenta una
propuesta de formatos que deben ser adaptados segin las caracteristicas del programa
de vigilancia. El formato B.1, denominado cadena de custodia, se usa en el caso de que
se requiera enviar la muestra a un laboratorio para su analisis, y el formato B.2 para la
toma de muestras en un programa de nivel béasico en lugares que cuenten con una
planta de tratamiento y sistema de distribucion de agua. También se presenta una gufa
para llenar este formato.

Para los propdsitos del muestreo del agua, pueden considerarse tres tipos de
agua (OMS, 1988):

1. Agua de una corriente de agua (rfos), aguas con escaso o nulo movimiento
(reservorios, lagunas, lago) o agua de un depésito (tanque).



1.1

tra, se debe sostener el frasco por la parte
inferior y sumergirlo hasta una profun-
didad de aproximadamente 20 centime-
tros, con la boca del frasco ligeramente
hacia arriba. Si se trata de una corriente,
colocar la boca del frasco en sentido
contrario a la corriente del agua.

1.2
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Agua de un pozo excavado o algo semejante, donde el acceso presenta una
mayor dificultad.

Agua de un grifo en un sistema de distribuciéon o de una bomba de mano fija,
etcétera, en el caso de que la comunidad cuente con un sistema de distribucion.

Recoleccion de muestras de una corriente de agua, aguas con escaso
o nulo movimiento o almacenada en depdsitos

Para llenar el frasco con la mues-

Recoleccion de muestras de pozos excavados y fuentes similares

Preparar el frasco o el vaso de muestreo para el analisis bacteriolégico; ambos
deben estar esterilizados. Con un pedazo de cordén, amarrar una piedra de
tamano apropiado al frasco de muestra. Antes lavar la piedra a fin de evitar la
incorporaciéon de microorganismos al agua del pozo.

Enlaces

Enlace

Piedra
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2. Amarrar el frasco al cordén. Con
un cordén limpio, de una longitud
necesaria para el muestreo segin
la profundidad del pozo, atar el
frasco y luego destaparlo.

3. Ubicar el frasco o el vaso de
muestreo en un punto alejado de
las paredes del pozo y lentamente
dejar descender el frasco dentro
del pozo. El peso de la piedra
facilitara su descenso.

4. Llenar el frasco. Sumergirlo com-
pletamente hasta una profundi-
dad de 30 centimetros aproxima-
damente.

lllllllL_L“
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5. Elevar el frasco. Una vez que se
considere que el frasco esta lleno,

hed,

enrollar la cuerda alrededor de la
estaca para subirlo. Si el frasco
estuviera completamente lleno,
deseche parte del agua hasta que
aproximadamente un tercio del

frasco quede vacio. Colocar la
tapa del frasco como se describié
anteriormente.

bl L Ly Ly

Si se trata de reservorios de almacenamiento de agua potable, analice inme-
diatamente el cloro.

1.3 Muestreo de un grifo o de la salida de una bomba

En primer lugar, tener la precaucion de que el grifo esté conectado directamente
a la red de distribucion y sin accesorios (coladores, anexos de mangueras, etcétera). De
otro modo, remover cualquier dispositivo ajeno al grifo. Verificar que no se presenten
fugas a través de los sellos o empaquetaduras del cano. Si hay fugas, seleccionar otro
punto de muestreo o reparar los puntos de fuga antes de tomar la muestra.

1. Con la ayuda de una tela, limpiar
y retirar del grifo cualquier tipo
de materia extrafia adherida a la
boca de salida. Abrir el grifo, hasta
que alcance su flujo maximo y
dejar correr el agua durante dos
minutos. Este procedimiento
limpia la salida y descarga el agua
que ha estado almacenada en la
tuberfa.
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2.

Abrir el frasco de muestreo.
Desamarrar el cordén que ajusta
la cubierta protectora de papel
kraft y destapar.

Llenar el frasco. Mantener la tapa
y la cubierta protectora hacia abajo
(para evitar la entrada de polvo
portador de microorganismos).
Poner inmediatamente el frasco
debajo del chorro de agua y lle-
narlo como se indica en la figura.

Dejar un espacio de aire
(aproximadamente un tercio del
frasco) para facilitar la agitacion
de la muestra antes del analisis
bacteriolégico.
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5. Colocar el tapén al frasco.
Enroscar la tapa y fijar con el
cordén la cubierta protectora de

papel kraff.

Para las mediciones de pH, cloro residual y turbiedad, seleccionar otro frasco o

un vaso de muestreo y enjuagatlo tres veces consecutivas antes de tomar la muestra
definitiva. Efectuar el analisis de pH, cloro residual y turbiedad.

2. PRESERVACION DE LAS MUESTRAS

Verificar la correcta identificacién de la muestra (véase el cuadro 4.1).

La muestra debera ser transpor-
tada al laboratorio lo antes posible. El
tiempo limite entre el muestreo y el inicio
del examen bacteriol6gico es 30 horas.

Las muestras deben ser trans-
portadas en condiciones de refrigeracién
(4-10 °C), en cajas que las conserven en
este rango de temperatura. Se debe
colocar dentro de la caja hielo o gel
refrigerado. En el laboratorio la muestra
debe ser conservada a temperatura de
refrigeracion hasta el inicio del examen.
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3. TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS: EMBALAJE Y ENVIO

Los frascos deben ser transportados o enviados en una caja resistente para evitar
roturas. Esta caja puede ser de plastico, madera o metal. La caja tendra suficiente espacio
para colocar las bolsas con la mezcla refrigerante que permitira que la muestra se conserve
a temperatura de refrigeracion.

En la cubierta de caja de transporte se debe colocar una etiqueta que, de manera
impresa o con tinta indeleble, muestre de un modo muy claro las inscripciones “Fragil”,
“Muestras de agua, urgente” y “Este lado hacia arriba”, asi como la direcciéon del
laboratorio al que se enviaran las muestras. En otra etiqueta debe figurar el remitente.

En la parte interna de la caja también ira el formulario detallado con los datos de
la recoleccion de las muestras, su descripcion y el nombre de la persona que las recolectd
y las envid. Si el programa de vigilancia lo solicita, las muestras iran acompanadas de la
cadena de custodia, que tiene por objetivo rastrear la muestra desde el momento del
muestreo hasta su entrega al laboratorio. En el apéndice B se presenta un modelo de
cadena de custodia.




SEGUNDA PARTE

PROCEDIMIENTOS ANALITICOS DE LOS
PARAMETROS DE NIVEL BASICO






INTRODUCCION

En la segunda parte del presente manual se describen las metodologias analiticas
referidas a los parametros que contempla un programa de vigilancia de nivel basico.
Estos parametros son bacterias coliformes totales y termotolerantes, cloro residual,
pH y turbiedad.

Los procedimientos se presentan en dos capitulos. En el primero (cap. 5) se
detallan los procedimientos analiticos que requieren un laboratorio, equipos y materiales
especificos para cada tipo de analisis. Esta modalidad es la recomendada para ser aplicada
en el laboratorio central y en los laboratorios periféricos que atiendan la demanda de
analisis exigida por un programa de vigilancia de nivel basico.

En el segundo (cap. 6) se desarrollan procedimientos analiticos efectuados con
equipos de campo, modalidad sugerida para ser aplicada en las zonas rurales u otras
areas que no tengan facil acceso a un laboratorio. Se recomienda que los medios de
cultivo y la preparacion de los materiales para el analisis se efectien en un laboratorio
periférico, a no ser que se empleen material desechable y medios de cultivo preparados
en ampollas, viales u otra forma de presentacion.






CAPITULO 5

PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO

1. DETERMINACION DE INDICADORES DE CALIDAD
SANITARIA DEL AGUA: COLIFORMES TOTALES Y
TERMOTOLERANTES

1.1 Introduccion

El grupo de bacterias coliformes esta conformado por dos subgrupos: los
coliformes totales y los termotolerantes. A estos ltimos antes se los denominaba co/iformes
fecales. El cambio de nombre se debe a que se demostré que en el grupo de coliformes
que se detectaban en siembras incubadas a temperaturas de 44,5 °C y en medios de
cultivo especificos, sélo una parte del grupo eran bacterias de origen fecal; el resto eran
bacterias ambientales. Se les puso entonces el nombre de bacterias coliformes termotolerantes
debido a la alta temperatura de incubacién (44,5 °C) en la cual se obtenia un éptimo
desarrollo.

En el grupo de bacterias termotolerantes estd incluida la Escherichia coli,
considerada como un organismo indicador de contaminacion fecal. Se ha demostrado
que esta bacteria siempre estd presente en un nimero elevado en las heces de humanos
y animales de sangre caliente y comprende casi 95% de los coliformes en las heces.

Por esta razoén, la contaminacion de origen fecal puede ser evaluada mediante la
determinacién de coliformes termotolerantes o mediante la presencia de E. co/i. Enlos
valores gufa para la calidad bacteriolégica del agua de bebida (OMS, 1995), ambas
determinaciones se consideran como alternativas aceptables y su presencia indica
contaminacién de origen fecal. Por esta razén, en los métodos descritos en el presente
manual se encontrard que algunos estan dirigidos a la investigacion de coliformes
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termotolerantes y otros a la de E. co/i, de acuerdo con las caracteristicas de los medios
de cultivo empleados.

Hasta hace pocos afios, se consideraba a los coliformes totales como indicadores
de contaminacién del agua. Sin embargo, se ha demostrado que solamente algunas de
las especies que conforman este grupo son de origen fecal mientras que otras pueden
estar presentes en forma natural en diferentes ambientes acudticos. Actualmente, los
coliformes totales se emplean para evaluar la calidad higiénica del agua (Allen, 1996) y
el grupo de bacterias coliformes termotolerantes, para evaluar la calidad sanitaria del
agua, calidad que esta relacionada con la transmisién de patdgenos.

Se ha desarrollado una serie de métodos para la enumeracion de bacterias en
muestras de agua. Los mas usados son los de cultivo en tubos con caldo especifico para
determinado grupo de microorganismos. Otro método, también usado con frecuencia,
es el de concentracién con filtro de membrana.

Las bacterias coliformes totales se detectan con los métodos de membtrana de
filtracién y tubos multiples, con medios especificos, y se incuban a 35-37 °C hasta 48
horas. Los coliformes termotolerantes son detectados con métodos similares pero con
medios especificos y una incubacién a 44,5 °C.

Los analisis de coliformes pueden efectuarse en un laboratorio de nivel basico o
también en el campo. Esta ultima es una forma practica de analizar una muestra de
agua, para lo cual se necesitan un equipo de campo y algunos materiales complementarios.

2. ANALISIS BACTERIOLOGICOS DE LOS PARAMETROS DE LA
CALIDAD SANITARIA DEL AGUA DE BEBIDA: COLIFORMES
TOTALES Y TERMOTOLERANTES

Se ha desarrollado una serie de métodos para la enumeraciéon de microorganismos
en muestras de agua. Los métodos usados con mayor frecuencia son los tradicionales
de filtracién con membrana y de Numero Mas Probable con tubos multiples.

En algunos programas de vigilancia se proponen alternativas para ahorrar en
material y horas de trabajo, como la prueba cualitativa de presencia-ausencia. Una vez
detectada la presencia de coliformes, se efectia un segundo muestreo con el objetivo
de cuantificar el nivel de contaminacién del agua.

A fines de los afios ochenta se difundié el uso de medios con sustrato definido o
sustrato enzimatico, con los cuales se pueden detectar o enumerar selectivamente colifor-
mes totales, termotolerantes y . o/, segun el método y medio de cultivo utilizado.
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Cuadro 5.1

41

Nivel de facilidad, rapidez y costo de las diferentes técnicas para la

determinacion del grupo coliformes?

Técnica Tipo Determinacién | Facilidad® | RapidezP | Costo por
muestra
UssP

Fermentaciénen | Cuantitativa | Coliformes totales 3 3 2,5
tubos multiples Coliformes
(tradicional) termotolerantes
Filtro de Cuantitativa | Coliformes totales 2 2 2,5
membrana Coliformes
(tradicional) termotolerantes
Filtro de Cuantitativa | Coliformes totales 2 1 1.5
membrana con Coliformes
medio m-7 horas termotolerantes
Presencia-ausencia | Cualitativa | Coliformes totales 2 3 2,5
en medio Coliformes

termotolerantes

Clasificacién del 1 (mayor) al 3 (menor).

b

No incluye equipos ni materiales reutilizables.

Costo por muestra, sobre la base de precios referenciales de medios de cultivo y filtros de membrana.

Los métodos tradicionales de investigacion de coliformes por tubos multiples

duran hasta 96 horas para coliformes totales y 72 horas para coliformes termotolerantes.
Con la técnica de filtro de membrana, la prueba dura 24 horas. Pero en muchos casos
de emergencia, como desastres naturales, y cuando se producen fallas en el tratamiento
y distribucion del agua que ocasionan un riesgo de contaminacion fecal, se hace necesaria
una evaluacién rapida. Con esta finalidad, se puede emplear el método de filtro de
membrana con el medio MT-7 horas para coliformes y se agiliza la obtencién de
resultados.

2.1 Método de filtro de membrana. Método tradicional
2.1.1 Introduccion
La técnica de filtro de membrana se fundamenta en la filtracién de un volumen

determinado de muestra (100 mililitros o volimenes menores segun la densidad
bacteriana esperada) a través de un filtro de membrana de 0,45 micrémetros de
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diametro de poro, el cual es colocado sobre un medio de cultivo especifico y luego
incubado a la temperatura adecuada.

El método de filtraciéon con membrana para la determinaciéon de coliformes
totales y termotolerantes estd aceptado por el Standard Methods for the Examination
of Water and Wastewater (American Public Health Association-American Water Works
Association, 1999), que lo propone como una alternativa para la determinacién de los
coliformes totales y termotolerantes. Este método se recomienda para la determinacion
de bacterias en muestras de agua potable y agua de origen subterraneo. El procedimiento
descrito a continuacién es una version simplificada de la técnica ofrecida por el Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (American Public Health
Association-American Water Works Association, 1999) y por la OMS (1988).

2.1.2 Equipos y material

Calculados para procesar 10 muestras de agua. (Las cantidades, en algunos casos,
son aproximadas y pueden aumentar de acuerdo con el criterio del analista.)

® Un autoclave.

® Un horno de aire caliente o estufa para esterilizacion.
® Un destilador de agua.

® Un potenciémetro o cinta de pH universal.

® Una incubadora, con una temperatura de incubacién de 35 £ 0,5 °C, con
termostato y termoémetro.

® Un equipo de bafio Maria, con una temperatura de reincubacién de 44,5 +
0,2 °C, con termostato y termdmetro.

® Un sistema de filtraciéon (una bomba de vacio o aspirador manual, 2 frascos
erlenmeyer Kitazato de un litro, mangueras de conexion y portafiltros previamente
esterilizados).

® 10 frascos de muestreo de vidrio y boca ancha estéril.
® 20 placas de petri de 48 milimetros X 8,5 milimetros esterilizadas, identificadas

con el nimero de la muestra, asi como el volumen de muestra que va a ser
filtrado.
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® 10 probetas graduadas de 100 mililitros estériles, con la abertura recubierta con
papel aluminio. (Si los portafiltros no son graduados.)

® Pipetas estériles de 10 y 1 mililitros. (Si fuera necesario para diluir la muestra, una
por dilucién.)

® 20 frascos de dilucién de 100 mililitros. (Si fuera necesario hacer diluciones en
alguna de las muestras, se debe aumentar 2 por dilucion.)

® Un frasco de boca ancha para colocar las pipetas que han sido utilizadas.
® Una pinza sin dientes.

® 20 membranas filtrantes esterilizadas, de 47 milimetros de didmetro y una
porosidad de 0,45 micrémetros.

® 20 almohadillas o pads estetilizados (en caso de usar el medio de cultivo liquido).

® Un mechero de Bunsen, para mantener el ambiente aséptico y efectuar la
desinfeccion de las pinzas utilizadas.

® Unalupa o un microscopio estereoscopio segin las facilidades con que se cuente.

® Una fuente de luz directa.

2.1.3 Soluciones y medios de cultivo
En cantidades aproximadas para 10 muestras:
® 20 mililitros de medio m-Endo 6 50 mililitros de agar m-Endo o agar Endo
LES (para coliformes totales). En el apéndice A se presenta el procedimiento

para la preparacién de los medios de cultivo.

® 20 mililitros de medio m-FC 6 50 mililitros de agar m-FC (para coliformes
termotolerantes).

® Un mililitro de etanol al 95%.
® (0,5 mililitros de 4cido rosdlico al 1% en NaOH al 0,2 N.

® 4 litros de agua destilada para la preparacién de los medios y agua de dilucion.
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® 2 litros de agua de dilucién estéril (preparada a partir de las soluciones sfock

Ay B).

® 34 gramos de fosfato monopotasico (KH,PO,) para la preparacién de la solucion

stock A.

® 81,1 gramos de cloruro de magnesio (MgCl, . 6 H,O) para la preparacion de la

solucion stock B.

2.1.4 Procedimiento analitico

Antes de iniciar el examen, limpiar la mesa de trabajo con una solucion desinfectante

y colocar sobre la mesa de trabajo el material necesario para ejecutar el analisis.

Preparar el sistema de filtracion
segun indica la figura.

Colocar un matraz de seguridad
entre la bomba de vacio y el matraz
que sostiene el portafiltros.

El portafiltros debe estar estéril y
frio.

Preparar las placas.

Identificar las placas con lapiz de
vidrio o tinta indeleble en el drea
externa de la base.

Si se trabaja con caldo selectivo
estéril, abrir la placa de petri estéril
con una pinza esterilizada al fuego
y colocar una almohadilla o pad.
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Con una pipeta estéril, agregar 2
mililitros de caldo selectivo: medio
m-Endo para coliformes totales
y medio m-FC para coliformes
termotolerantes.

Si se decide trabajar con agar,
distribuir con una pipeta estéril
entre 3 y 5 mililitros del agar li-
cuado (a 45 °C aproximadamen-
te) a la placa de petri estéril. Tapar-
la'y dejar solidificar el medio antes
de proceder al analisis.

Retirar la parte superior del porta-
filtros y, con una pinza previamen-
te flameada al mechero y fria,
colocar un filtro de membrana
estéril, con la cara cuadriculada
hacia arriba y en el centro de la
parte superior del portafiltros.

Acoplar la parte superior del por-
tafiltros, teniendo cuidado de no
dafiar la membrana.

45
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Para comprobar la esterilidad del
filtro, verter cuidadosamente en el
portafiltros 100 mililitros de agua
de dilucion estéril.

El volumen de agua destilada se
medira en el mismo embudo si
este es graduado. También se pue-
de medir en una probeta estéril.

Conectar a la bomba de vacio y
proceder a la filtracion.

Seguir los pasos 10-15 como si se
tratara de una muestra de agua.

Retirar la envoltura de papel del
frasco con la muestra.

Homogeneizar la muestra, agitar
un nimero no menor de 25 veces,
inclinando el frasco y formando
un angulo de 45° entre el brazo y
el antebrazo.
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Verter 30 mililitros de agua desti-
lada estéril con el fin de humede-
cer la membrana.

Verter 100 mililitros de la muestra
de agua.

Filtrar.

Después de la filtracién de la
muestra, enjuagar el portafiltros
tres veces con porciones de 20-30
mililitros de agua de dilucién
estéril, para evitar la retencion de
alguna bacteria en las paredes
internas.

Evitar que se seque la membrana.

Apagar la bomba de vacio al
finalizar la operacion.

Separar la parte superior del por-
tafiltros y, con una pinza previa-
mente flameada y fria, retirar la
membrana cuidando de que la
pinza toque apenas la parte perifé-
rica, fuera del area de filtracion.

Acoplar nuevamente la parte
superior del portafiltros a la parte
inferior.
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11.

12.

13.

Teniendo cuidado de no contami-
nar el filtro de membrana, colo-
carlo cuidadosamente con la su-
perficie cuadriculada hacia arriba,
sobre la almohadilla embebida en
el medio de cultivo o directamente
sobre el agar, si fuera el caso.

Verificar que no se formen bolsas
de aire entre la membrana y la
almohadilla con el medio de
cultivo o la superficie del agar.

Si esto ocurre, levantar uno de los
bordes del filtro de membrana
con una pinza estéril y, haciendo
movimientos circulares, deslizarlo
con la finalidad de eliminar las bol-
sas, pues ellas impiden el contacto
de las bacterias con el medio de
cultivo, y asi se dificulta o evita su
crecimiento.

Tapar la placa de petri, verificar
la identificacion de la placa con el
numero de la muestra, dilucién y
fecha de siembra.

Colocatla en forma invertida; es
decir, con la tapa hacia abajo.
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Lavar nuevamente el filtro con
agua de dilucion estéril y proceder
a la siguiente filtracion.

Los portafiltros deben estar estéri-
les en el inicio de cada serie de
filtraciones.

Si hubo un intervalo de 30 minu-
tos entre una filtracion y otra, los
portafiltros deben ser esterilizados

nuevamente, para evitar la conta-

minacién accidental.!

Incubar las placas de petri colo-
candolas en posicién invertida;
para el caso de los coliformes to-
tales (placas con medio m-Endo,
agar m-Endo o agar Endo LES),
en una incubadora con bandejas
forradas de papel toalla humede-
cido. La incubacién sera a 35 =+
0,5 °C durante 24 horas.

La esterilizacién rapida de los portafiltros puede efectuarse mediante los siguientes procedimientos:
exponetlos a radiacién ultravioleta durante dos minutos o sumergirlos en agua hirviendo por no mas de
30 minutos. Controlar la esterilidad de cada portafiltro usado para cada serie de filtraciones. Para ello
es necesario efectuar la filtracién de una muestra de 100 mililitros de agua destilada estéril, antes y
durante la filtracién de las muestras. Esto puede hacerse cada 10 muestras de agua de bebida procesadas
en un mismo portafiltro (o segun el nimero considerado en el programa de control de calidad).
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16.  Las placas destinadas a la determi-
nacion de coliformes termotole-
rantes en medio m-FC, agar m-FC
u otro medio de cultivo especifico
pueden ser incubadas de dos
formas: en una incubadora con
100% de humedad o colocando
las placas en una bolsa de plastico
con cierre hermético y sumer-
giéndolas en bafio Maria a 44,5 £
0,2 °C durante 24 horas.

2.1.5 Lectura y verificacion
Coliformes totales

Después de la incubacién, seleccionar para lectura las placas con filtros de
membrana que presenten entre 20 y 80 colonias tipicas de coliformes y no mas de 200
bacterias de todos los tipos.

En el medio m-Endo, agar m-Endo o agar Endo LES, las colonias tipicas de
coliformes totales presentan una coloracién de rosado a rojo oscuro con brillo metalico
superficial. El area brillante puede variar de tamafo recubriendo toda la superficie de la
colonia o parte de ella. Las colonias atipicas pueden presentarse de color rojo oscuro,
mucoides y sin brillo. Las colonias rosadas, incoloras, blancas y sin brillo metalico son
consideradas como no coliformes.

En agua potable, verificar todas las colonias sospechosas o al menos cinco
colonias, para lo cual se procede del siguiente modo:

® (Con una aguja de siembra, picar cada una de las colonias seleccionadas, esterilizar
la aguja con fuego y enfriar antes de pasar a otra colonia.

® Sembrar en caldo verde brillante bilis al 2% e incubar a 35 + 0,5 °C durante
24-48 horas.

Coliformes fecales

Después de la incubacién, seleccionar las placas con filtros de membrana que
presenten entre 20 y 60 colonias tipicas de coliformes termotolerantes.
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En el medio m-FC o agar m-FC, las colonias de coliformes termotolerantes se
presentan de color azul.

Con ayuda de una lupa o con un microscopio estereoscopico y con iluminacién
dispuesta en forma directa a la placa, efectuar el recuento de las colonias tipicas en las
placas seleccionadas para lectura.

Calcular el nimero de coliformes a partir del recuento de colonias tipicas. En el
caso de evaluar la calidad de aguas destinadas al consumo humano, en que la rapidez en
la obtencién de resultados es de fundamental importancia, si se detecta un incremento
de coliformes termotolerantes, se debe informar como resultados preliminares los
datos obtenidos en la lectura de las placas y, con caracter definitivo, la confirmacion en
caldo de cultivo.

En agua potable, verificar todas las colonias sospechosas o al menos cinco
colonias, para lo cual se procede del siguiente modo:

® Con una aguja de siembra, picar cada una de las colonias seleccionadas, esterilizar
la aguja con fuego y enfriar antes de pasar a otra colonia.

® Sembrar en caldo EC e incubar a 44,5 + 0,2 °C durante 24 horas.
2.1.6 Presentacion de resultados

1. El nimero de coliformes totales se obtiene a partir del recuento de colonias
tipicas que se desarrollan en el medio m-Endo, agar Endo o agar Endo LES.

2. El nimero de coliformes termotolerantes se obtiene a partir del recuento de
colonias tipicas que se desarrollan en el medio m-FC o agar m-FC.

3. El recuento de coliformes totales y termotolerantes determinados a través de la
técnica de filtro de membrana se expresa del siguiente modo:

® Unidades formadoras de colonias de coliformes totales por 100 mililitros
(UFC de coliformes totales/100 mL).

® Unidades formadoras de colonias de coliformes termotolerantes por 100
mL (UFC de coliformes termotolerantes/100 mL).

4. El recuento final de bacterias del grupo coliforme se calcula a partir del nimero
de colonias tipicas que se desarrollan en el filtro de membrana y del volumen de
muestra filtrado, aplicando la siguiente formula general:
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N.° de colonias tipicas

UFC de coliformes totales/ 100 ml. =
Volumen filtrado de muestra (ml.)

X 100

Casos especiales:

a) Cuando la suma total de colonias (tipicas y atipicas) es superior a 200. El resultado
final se expresa como conteo perjudicado (CP).

b) Cuando haya crecimiento en toda el area de filtraciéon de membrana, sin colonias
bien definidas, expresar el resultado final como crecimiento confluente (C. Cf.).

o) Cuando se presentan colonias tipicas de coliformes y crecimiento confluente,
expresar el resultado como presencia de coliformes y conteo perjudicado debido
a crecimiento confluente.

En los casos especificados para conteo perjudicado y crecimiento confluente, se
debe solicitar una nueva muestra y seleccionar menores volimenes de muestra para la
filtracién. De esta manera, para aguas tratadas, una filtracion de 100 mililitros puede ser
sustituida por 2 filtraciones de 50 mililitros 6 4 de 25 mililitros.

2.2 Mgétodo del Numero Mas Probable por tubos muiltiples
Método tradicional

2.2.1 Introduccion

En esta técnica los resultados de la fermentacién en tubos multiples se expresan
en términos de Numero Mas Probable (NMP) de microorganismos existentes. El
método del NMP por tubos multiples se fundamenta en un modelo de célculo de
probabilidades. De acuerdo con la alternativa de siembra elegida, se selecciona la tabla
de NMP correspondiente para obtener los recuentos de coliformes.

La técnica de fermentacién en tubos multiples es una alternativa para la
determinacién de coliformes totales y termotolerantes y se recomienda para el analisis
de muestras de agua superficial que sirve como fuente de abastecimiento. Es muy util
en el caso de aguas superficiales con una alta densidad de particulas o coloreadas, que
no pueden ser facilmente procesadas por la técnica de filtraciéon con membrana. También
se propone este método para el analisis de agua potable, para lo cual se recomienda la
siembra de una serie de 10 tubos con volimenes de 10 mililitros 6 5 tubos de
fermentacién con volumenes de 20 mililitros. Véanse los cuadros 5.2 y 5.3.



PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO 53
La técnica de fermentacién en tubos multiples para la determinacion de coliformes
totales y termotolerantes consta de dos fases: la fase presuntiva y la fase confirmatoria.
Ambos procedimientos se explican a continuacién. El procedimiento descrito
inmediatamente es una versioén simplificada de la técnica multiple tube fermentation for
members of the coliform group del Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (American Public Health Association-American Water Works Association,
1999) y OMS (1988).
2.2.2 Equipos y material
Calculados para procesar 10 muestras de agua para consumo humano.
® Un autoclave.
® Un horno de aire caliente o estufa para esterilizacion.
® Un destilador de agua.
® Un potenciémetro o cinta de pH universal.
® 10 frascos de vidrio estériles y de boca ancha para el muestreo.
® Un equipo de bafio Maria con una temperatura estable a 44,5 £ 0,2 °C
® Una incubadora a 35 + 0,5 °C.
® Un mechero Bunsen.
® 450 tubos de 16 X 150 milimetros (o de mayor medida) con tapones.
® 450 tubos Durham.
® 20 pipetas serologicas de 10 mililitros.
® 10 frascos de dilucién de 100 mililitros.

® Un asa de inoculacién con aro de niquel, cromo o platino.

® Material para la preparacion de medios de cultivo: espatulas, matraces, probetas,
etcétera.
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2.2.3 Soluciones y medios de cultivo

En cantidades aproximadas para 10 muestras.
500 mililitros de caldo lauril sulfato (caldo lauril triptosa) a doble concentracién
(para la prueba presuntiva del grupo coliformes). Véase la preparacion de los

medios en el apéndice A.

Un litro de caldo lauril sulfato (caldo lauril triptosa) a concentracion simple (para
la prueba presuntiva del grupo coliformes).

1,5 litros de caldo verde brillante lactosa bilis 2% a concentracién simple para la
prueba confirmativa de coliformes totales (en funcién de que todos los tubos

presuntivos den resultados positivos).

1,5 litros de caldo EC para la prueba confirmativa de coliformes termotolerantes
(en funcién de que todos los tubos presuntivos den resultados positivos).

8 litros de agua destilada para la preparacién de los medios.
Un litro de agua de dilucion estéril (preparada a partir de las soluciones stock Ay B).

34 g de fosfato monopotasico (KH,PO,) para la preparacién de un litro de
solucion stock A.

81,1 g de cloruro de magnesio (MgCl, . 6 H,O) para la preparaciéon de un litro
de solucioén stock B.

2.2.4 Preparacion de material

Preparar el caldo lauril triptosa (lauril sulfato) a simple (1 X), doble concentracién

(2X) o segin se requiera y dispensar segun el volumen de muestra que se va a sembrar,
de tal manera que las porciones de muestra inoculadas al medio no reduzcan la
concentracion de ingredientes del medio, la cual debe mantenerse constante. Por ejemplo,
si se va a sembrar 10 tubos con 10 mililitros de muestra cada uno, se tiene que dispensar
10 mililitros de medio (2 X) en cada tubo; si se trabajan tres series de cinco tubos, las
porciones de muestra de un mililitro y menores de un mililitro deben ser inoculadas a
tubos con 10 mililitros del caldo en concentracion simple (1 X).

En cada tubo colocar un tubo Durham invertido y esterilizar en autoclave. Tener

la precaucién de que en el momento de iniciar la prueba no estén a la temperatura de
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refrigeracion y cuidar de que ninguno de los tubos presente burbujas producidas en el
momento del autoclavado.

Proceder al marcado de los tubos, anotando el nimero designado por el labora-
torio, el volumen seleccionado de muestra que va a ser inoculado y la fecha del analisis.
Esta marcacion podra hacerse solamente en el primer tubo de la derecha en la primera
fila. En los primeros tubos de las hileras siguientes se pueden simplificar las marcaciones,
colocando solo el volumen de la muestra inoculada. Asimismo, si se van a emplear
diluciones, identificar los frascos de agua de dilucién con el nimero de muestra y las
diluciones seleccionadas.

2.2.5 Procedimiento analitico

Siembra de 10 tubos, cada tubo con 10 ml. de muestra

Prueba presuntiva

1. Retirar la envoltura de papel del
frasco con la muestra. 9

2. Homogeneizar agitando un nd-

mero no menor de 25 veces, incli-
nando el frasco y formando un l

angulo de aproximadamente 45° )
entre el brazo y el antebrazo. "
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3. Con una pipeta estéril, sembrar 10
mililitros de muestra en cada uno
de los 10 tubos de caldo lauril
triptosa estéril de doble concen-
tracion. Verificar que en cada tubo
haya un tubo Durham invertido.

4, Después de la inoculacién de
todos los volimenes de muestra,
agitar la gradilla con los tubos
inoculados. Hacerlo en forma
horizontal y evitando que el medio
sembrado llegue a la tapa de los
tubos.

Colocar la gradilla en la incuba-
dora a 35 £ 0,5 °C durante 24 *
3 horas.

5. Después de la incubacién por
24 1 3 hotas, retirar los tubos de
la incubadora para efectuar la pri-
mera lectura de los resultados.
Agitar suavemente cada tubo y
examinar la produccién de gas.

Retirar los tubos con resultado
positivo (produccion de gas, rete-
nida en el tubo Durham; no es
importante la cantidad de gas) y
anotar los resultados.
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Devolver a la incubadora (35 £
0,5 °C) todos los tubos con resul-
tados negativos, por un periodo
adicional de 24 * 1 hora. La se-
gunda lectura (a las 48 & 3 horas)
sera hecha en las mismas condicio-
nes, después de esta ultima lectura.

Los tubos con resultado positivo
seran separados para continuar la
marcha analitica y los que resulten
negativos seran descartados.

2.2.6 Pruebas confirmativas

7.

Prueba confirmativa para colifor-
mes totales

Todos los tubos positivos de la
prueba presuntiva son confir-
mados.

Agitar cada tubo positivo de la
prueba presuntiva con un asa de
siembra estéril. Retirar el material
e inocular al tubo 10 mililitros de
caldo verde brillante lactosa bilis
2% (CLVBB 2%) correspon-
diente. Evitar tomar la pelicula
superficial.
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8.

Prueba confirmativa para coli-
formes termotolerantes

La prueba confirmativa para coli-
formes termotolerantes se realiza-
ra sembrando todos los tubos
positivos de la prueba presuntiva
en tubos con 10 mililitros de caldo
EC. La siembra para la confirma-
cién de coliformes totales y ter-
motolerantes puede hacerse en
forma paralela.

Después de la siembra, agitar la
gradilla con los tubos inoculados.
Hacerlo en forma horizontal y
evitando que el medio sembrado
llegue a la tapa de los tubos.

Incubar los tubos de caldo verde
brillante lactosa bilis 2% sem-
brados a 35 + 0,5 °C durante 24
* 3 horas.

Después de la incubacion, retirar
los tubos para efectuar la primera
lectura. Agitar suavemente cada
tubo y examinar la produccién de
gas. Retirar los tubos con resulta-
do positivo (producciéon de gas
en el tubo Durham; no es impor-
tante la cantidad de gas) y anotar
los resultados.

Volver a incubar los tubos
negativos a 35 £ 0,5 °C durante
24 * 1 horas y repetir el proce-
dimiento de lectura. Anotar los
resultados.
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10.  Incubar todos los tubos de caldo
EC inoculados (no mas de 30 mi-
nutos después de la inoculacion)
en bafio Marfa a 44,5 = 0,2 °C
durante 24 + 2 horas.

Proceder a la lectura considerando
como resultado positivo para la
prueba todos los tubos que pre-
sentaron formacioén de gas en el
tubo Durham.

Con los datos obtenidos en la
prueba confirmativa, calcular el
NMP de coliformes totales y ter-
motolerantes (véase “Calculo del
Numero Mas Probable”, p. 61).

2.2.7 Siembra de 10, 1 y 0,1 mL de muestra

Recomendado para aguas con alta contaminacién como fuentes de agua de
origen superficial y otras.

3 series de 5 tubos cada una

® En el caso de seleccionar la siembra de 10, 1 y 0,1 mililitros, descartar la pipeta
de 10 mililitros, inocular la primera serie de tubos con caldo de cultivo a doble
concentraciéon con 10 mililitros de muestra. A continuacion, inocular un mililitro
de muestra en cada uno de los 5 tubos correspondientes a la siguiente serie. Para
la siembra de 0,1 mililitros, efectuar una dilucién de la muestra segun se indica en
el siguiente punto.

Si se va a analizar muestras de fuentes de agua de origen superficial, se recomienda
efectuar diluciones seriadas, las que se seleccionaran segun el nivel de contaminacion
de la fuente.

® [as diluciones se efectian mediante el siguiente procedimiento:

& Con una pipeta estéril de 10 mililitros y obedeciendo los cuidados de
asepsia, transferir 10 mililitros de muestra a un frasco con 90 + 2 mililitros
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de agua de dilucién temperada, anticipadamente identificado. Se prepara,
asi, la primera dilucién decimal (107"), sabiendo que un mililitro de ella
corresponde a 0,1 mililitros de muestra.

& Homogeneizar el frasco con la primera dilucién (107 y, con una nueva
pipeta estéril, transferir 10 mililitros a un frasco con 90 * 2 mililitros de
agua de dilucién temperada. Consignar, asi, la segunda dilucién decimal
(1072), sabiendo que un mililitro de ella corresponde a 0,01 mililitros de
muestra.

> Proceder de esa manera en las secuencias de diluciones seleccionadas
(1073, 1074, 1073, etcétera). Véase la figura “Modo de preparar las diluciones”.

Ordenar los frascos con las diluciones, manteniendo una secuencia decreciente
(de mayor a menor dilucién efectuada).

Agitar vigorosamente 25 veces el frasco con la dltima dilucién efectuada y, con
una pipeta estéril de 10 6 5 mililitros, sembrar un mililitro de dicha dilucién en
cada uno de los tubos del caldo de cultivo seleccionado en concentracion simple,
correspondientes a la dltima dilucién efectuada.

Mocdo de preparar las diluciones

10 ml. 10 ml. 10 ml.
)

90 ml. 90 ml. 90 ml.
Agua de Agua de Agua de
Dilucitn Dilucion Dilucion

Muestra

107 102 1w

(0.1 ml de muestra imly (0.01 ml de muestra /ml) {0.001 ml de muestra /ml}

Modo de preparar las diluciones
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® Proceder de esta manera, sembrando de mayor dilucién (menor volumen de
muestra) a menor diluciéon (mayor volumen de muestra). Utilizar una pipeta por
dilucién. En caso de tener un escaso nimero de pipetas, la siembra se puede
efectuar con la misma pipeta y siempre de mayor a menor dilucién. Enjuagar las
paredes internas de la pipeta en la siguiente dilucion, para lo cual se debe succionar
y expulsar el agua con la bombilla de seguridad.

2.2.8 Cdlenlo del Nomero Mdis Probable

En el caso del agua tratada, cuando se inoculan cinco porciones con 20 mililitros
de muestra, el Numero Mas Probable se calcula con ayuda del cuadro 5.2. Si se elige la
siembra de una serie de 10 tubos con 10 mililitros de muestra, el Numero Mas Probable
se calculara con el cuadro 5.3.

En el caso de agua superficial sin tratamiento, si se selecciona para la prueba la
siembra de tres series de cinco tubos con volumenes de 10 mililitros, un mililitro y 0,1
mililitros, el Nimero Mas Probable se obtiene directamente del cuadro 5.4.

Para este calculo, se seleccionan los tubos con resultados positivos en las pruebas
confirmativas de coliformes totales y termotolerantes, obtenidos en las tres series
consecutivas inoculadas. Con los tubos positivos de cada serie se forma una combinacion
de numeros (también denominada ¢ddigo), que corresponde a un valor de Numero
Mas Probable de coliformes.

En el caso de presentarse aguas con alta contaminacion biologica, se requiere
efectuar un mayor nimero de diluciones y el Numero Mas Probable se obtiene mediante
una férmula. Cuando se inoculan tres series de cinco tubos en volumenes de muestra
diferentes de los indicados en la tabla, el cddigo se formara con el nimero de tubos
con resultado positivo seleccionado en tres series consecutivas inoculadas y se verificara
el valor de Numero Mas Probable correspondiente a ellos. El indice de Numero Mas
Probable final sera dado a través de la siguiente formula:

10

Mayor volumen de muestra inoculado
(referido a la dilucion inicial de la serie
seleccionada para e/ NMP)

NMP/ 100 mL = NMP correspondiente al NMP de la tabla x
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Cuadro 5.2

Indice de NMP y limites de confianza de 95% para varias
combinaciones de resultados positivos y negativos cuando se siembran

5 porciones de 20 mL

N.° de tubos que presentan

Limites de confianza de 95%

reaccion positiva a partir Indice de NMP
de 5 tubos de 20 mL de 100 mL Inferior Supetior
0 <1, 0 3,0
1 1,1 0,05 6,3
2 2,6 0,3 9,6
3 4,6 0,8 14,7
4 8,0 1,7 26,4
5 > 8,0 4,0 Infinito
Cuadro 5.3

Indice de NMP y limites de confianza de 95% para

varias combinaciones de resultados positivos y negativos cuando se
siembran 10 porciones de 10 mL

N.° de tubos que presentan

Limites de confianza de 95%

reaccion positiva a partir Indice de NMP

de 10 tubos de 10 mL de100 mL Inferior Superior
0 <11 0 3,0
1 1,1 0,03 59
2 2,2 0,26 8,1
3 3,6 0,69 10,6
4 5,1 1,3 13,4
5 6,9 2,1 16,8
6 9,2 3,1 21,1
7 12,0 4,3 27,1
8 16,1 59 36,8
9 23,0 8,1 59,5
10 > 23,0 13,5 Infinito
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Cuadro 5.4
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NMP y limites de confianza de 95% cuando se usan diversas combinaciones
de resultados positivos de series de 10 mL, 1 mL y 0,1 mL en series de 5 tubos

N.° de tubos con reaccién positiva | Indice de NMP | Limites de confianza de 95%
10 mL 1mL 0,1 mL de 100 mL Inferior Superior

0 0 0 <2

0 0 1 2 1 10
0 1 0 2 1 10
0 2 0 4 1 13
1 0 0 2 1 11
1 0 1 4 1 15
1 1 0 4 1 15
1 1 1 6 2 18
1 2 0 6 2 18
2 0 0 4 1 17
2 0 1 7 2 20
2 1 0 7 2 21
2 1 1 9 3 24
2 2 0 9 3 25
2 3 0 12 5 29
3 0 0 8 3 24
3 0 1 11 4 29
3 1 0 11 4 25
3 1 1 1 6 35
3 2 0 14 6 35
3 2 1 17 7 40
4 0 0 13 5 38
4 0 1 17 7 45
4 1 0 17 7 46
4 1 1 21 9 55
4 1 2 26 12 63
4 2 0 22 9 56
4 2 1 26 12 65
4 3 0 27 12 67
4 3 1 33 15 77
4 4 0 34 16 80
5 0 0 23 9 86
5 0 1 30 10 110
5 0 2 40 20 140
5 1 0 30 10 120

(signe)
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(continuacion)
N.° de tubos con reaccién positiva | Indicede NMP | Limites de confianza de 95%
10 mL 1mL 0,1 mL de 100 mL Inferior Superior

5 1 1 50 20 150
5 1 2 60 30 180
5 2 0 50 20 170
5 2 1 70 30 210
5 2 2 90 40 250
5 3 0 80 30 250
5 3 1 110 40 300
5 3 2 140 60 360
5 3 3 170 80 400
5 4 0 130 50 390
5 4 1 170 70 480
5 4 2 220 100 580
5 4 3 280 120 690
5 4 4 350 160 820
5 5 0 240 100 940
5 5 1 300 100 1.300
5 5 2 500 200 3.000
5 5 3 900 300 2.900
5 5 4 1.600 600 5.300
5 5 5 >1.600

2.2.9 Casos que pueden presentarse
® i todos los tubos correspondientes a las diluciones inoculadas presentaron
resultados positivos, seleccionar para la composicién del cédigo las tres mayores
diluciones.
® i todos los tubos correspondientes a las diluciones inoculadas presentaron
resultados negativos, seleccionar para la formaciéon del codigo las tres menores
diluciones.
2.2.10 Presentacion de resultados

Los resultados se expresan de la siguiente manera:

En el caso de coliformes totales, expresar como:
® NMP de coliformes totales/100 mL
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En el caso de coliformes termotolerantes, expresar como:
® NMP de coliformes termotolerantes /100 mL

2.3 Método de presencia-ausencia
2.3.1 Introduccion

Es un procedimiento simplificado de la técnica de fermentacion en tubos multiples
para la determinacion cualitativa de coliformes en agua destinada al consumo humano.
La prueba de presencia-ausencia considera la siembra de 100 mililitros de muestra en el
caldo P-A y esta fundamentada sobre el principio de que los coliformes deben estar
ausentes en 100 mililitros de agua potable. Esta prueba consta de dos fases: una presuntiva
y otra confirmativa. Si el resultado del analisis es positivo, puede ser necesaria la determi-
nacién cuantitativa en una nueva muestra.

El método de presencia-ausencia es una alternativa para la determinacion cualitativa
de coliformes totales y termotolerantes. Es mas simple y econémica que las técnicas de
tubos multiples y de filtro de membrana, que son pruebas cuantitativas. El procedimiento
descrito a continuacién es una version de la técnica presence-absence coliform test del
Standard Methods (American Public Health Association-American Water Works
Association, 1999).

2.3.2 Equipos y material
Calculados para procesar 10 muestras de agua.

® Una incubadora a 35 £ 0,5 °C

® Un autoclave

® Un horno de aire caliente o estufa para esterilizacion
® Un destilador de agua

® Un potenciémetro o cinta de pH universal

® Un mechero a gas o alcohol

® 10 botellas graduadas con tapa rosca estéril de 100 mililitros (si se usan botellas
sin graduaciones, la muestra debe medirse con probeta graduada de 100 mililitros)

® DProbetas estériles
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10 tubos de ensayo de 250 mililitros con tapa rosca 6 10 frascos de vidrio
estériles y de boca ancha (solo en el caso de usar caldo P-A)

10 tubos de ensayo pequefios para utilizarlos como campanas de fermentacion
dentro del tubo de ensayo grande (si se usa el caldo lauril triptosa)

20 tubos Durham
20 tubos de 16 X 150 mm
Un inoculador o asa de siembra con aro de niquel o platino

Material para la preparacién de medios de cultivo: espatulas, matraces, probetas,
etcétera.

2.3.3 Soluciones y medios de cultivo

En cantidades aproximadas para 10 muestras:

500 mililitros de caldo P-A preparado a triple concentracion. Véase la preparacion
de los medios en el apéndice A.

100 mililitros de caldo verde brillante lactosa bilis 2% a concentracién simple.

100 mililitros de caldo EC a concentracion simple.

2.3.4 Procedimiento analitico

1. Retirar la envoltura de papel del
frasco con la muestra.
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Homogeneizar la muestra vigo-
rosamente 25 veces.

Prueba presuntiva

3.

Sembrar 100 mililitros de muestra
en un frasco o tubo de ensayo con
50 mililitros de caldo P-A o caldo
lauril triptosa a triple concen-
tracion. Si el frasco es graduado,
incorporar los 100 mililitros de la
muestra en forma directa, bajo
condiciones de asepsia Si el frasco
no es graduado, usar una probeta
estéril.

Colocar la tapa del frasco o del
tubo de ensayo y mezclar hasta
que la mezcla sea uniforme. Agitar
en forma horizontal y evitar que
el medio sembrado llegue a la tapa
del frasco.
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(

5. Colocar el frasco inoculado en
una incubadora a 35 = 0,5 °C por
24 horas.

Para el control de esterilidad del
medio, incubar un frasco de me-
dio estéril y continuar el procedi-
miento como si se tratara de una
muestra. El resultado debe ser
negativo.

6. Efectuar la primera lectura. Si se
presenta un cambio en el color
original del medio, de parpura a
amarillo, es un indicador de que
la prueba presuntiva es positiva
para la presencia de coliformes.

Registrar los resultados. Los fras-
cos con resultado negativo serin
incubados por 24 horas adicio-
nales. Después de ese tiempo,
efectuar la segunda lectura.

Prueba confirmativa
La muestra positiva en la prueba
presuntiva debe ser sometida a la
prueba confirmativa.

7. Agitar suavemente el frasco que
ha resultado positivo en la prueba
presuntiva.
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Flamear la boca del frasco, antes
y después de coger los indculos.

Con un asa de siembra estéril,
transferir un inéculo a un tubo con
10 mililitros de caldo verde bri-
llante lactosa bilis 2% (para coli-
formes totales) y un inéculo a un
tubo con 10 mililitros de caldo EC
(para coliformes termotolerantes).

Incubar los tubos con caldo verde
brillante lactosa bilis 2% para la
confirmacién de coliformes tota-
les.

Incubar los tubos en una estufa a
35 £ 0,5 °C durante 24-48 horas.
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11.  Incubar los tubos de caldo EC,
para la confirmacién de colifor-
mes termotolerantes en bafio Maria
2445 + 0,2 °C durante 24 = 2
horas.

2.3.5 Lectura

Proceder a la lectura considerando prueba confirmativa positiva para coliformes
totales en el caldo verde brillante lactosa bilis 2% y positivo para coliformes
termotolerantes en caldo EC a todos los tubos que presentan formacién de gas en el
tubo Durham. Registrar los resultados.

2.3.6 Presentacion de resultados

Expresar como
presencia (o ausencia) de coliformes totales /100 mL

presencia (o ausencia) de coliformes termotolerantes /100 mL

2.4 Método de presencia-ausencia con sustrato enzimatico
2.4.1 Introduccion

Esta prueba es un procedimiento simplificado para la determinacién simultanea
de enzimas de coliformes totales y E. co/i en agua destinada al consumo humano. La
E. ¢oli es un organismo indicador de contaminacion fecal y su determinacion reemplaza
a la de coliformes termotolerantes. La inclusién de un sustrato hidrolizable cromogénico
(productor de color en presencia de enzimas de coliformes) y otro fluorogénico
(productor de fluorescencia en presencia de enzimas de E. ¢o/7) permite la deteccion de
bacterias coliformes totales y de E. co/.



PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO 7 1

La prueba de presencia-ausencia se basa en el analisis de 100 mililitros de muestra,
fundamentado en el principio de que en 100 mililitros de agua potable los coliformes
deben estar ausentes. Sila prueba es positiva, se debe llevar a cabo una accién inmediata.
Se recomienda tomar otra muestra en el mismo punto y efectuar un analisis cuantitativo.

El método de presencia-ausencia con sustrato enzimatico es una alternativa para
la determinacion cualitativa de coliformes totales y . co/i. No requiere previo enriqueci-
miento ni posterior confirmacién y es mas simple y econémico que las técnicas tradicio-
nales de tubos multiples y filtracién con membrana, que son pruebas cuantitativas.

Este método esta aceptado por el Standard Methods (American Public Health
Association-American Water Works Association, 1999) como una alternativa para el
analisis cualitativo de los coliformes totales y E. co/f en muestras de agua potable y agua
de origen subterraneo. El procedimiento descrito a continuacion es una version del
engyme substrate coliform test del mencionado manual.

2.4.2 Equipos y material
Para procesar una muestra:

® Un autoclave

® Un horno de aire caliente o estufa para esterilizaciéon
® Un destilador de agua

® Un potenciémetro o cinta de pH universal

® Una incubadora a 35 £ 0,5 °C

® Un mechero a gas o alcohol

® Una botella transparente no fluorescente de vidrio borosilicato o equivalente
con tapa rosca estéril de 100 mililitros

® Un frasco estéril para el muestreo
® Una probeta estéril
® [ampara de rayos ultravioleta (366 nanémetros de longitud de onda)

® Un comparador de color y de fluorescencia.
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2.4.3 Soluciones y medios de cultivo
Para una muestra:
® Sustratos enzimaticos para coliformes totales

& orto-nitrofenil-B-D-galactopiranosido (ONPG) o
* rojo de clorofenol-B-D-galactopiranosido (CPRG).

® Elsustrato enzimitico para E. coli:
& 4-metilumbeliferil-B-D-glucoronido (MUG).
Estos sustratos se consiguen comercialmente.
2.4.4 Procedimiento analitico

1. Retirar la envoltura de papel del
frasco con la muestra.

2. Homogeneizar la muestra vigoro-
samente agitando 25 veces.
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En condiciones de asepsia, verter
la muestra dentro de la botella
estéril hasta 100 mililitros. Si el
frasco es graduado, incorporar los
100 mililitros de la muestra en
forma directa. Si el frasco no es
graduado, usar una probeta estéril.

Adicionar el reactivo con sustrato
enzimatico.

Colocar la tapa del frasco y mez-
clar hasta que la mezcla se vuelva
uniforme.

Agitar en forma horizontal y evitar
que el medio sembrado llegue a
la tapa del frasco.
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6. Incubar las botellas en 35 = 0,5 °C
por 24 horas.

Para el control de esterilidad del
medio, incubar un frasco de me-
dio estéril y continuar el proce-
dimiento como si se tratara de una
muestra. El resultado debe ser
negativo.

7. Proceder a la lectura. Para el caso
de coliformes totales, observar el
cambio en el color del medio.

Si la botella es positiva para coli-
formes totales, verificar la presen-
cia de E. o/ con una lampara de
luz ultravioleta de 366 nanéme-
tros de longitud de onda en un
ambiente oscuro.

2.4.5 Lectura

Dependiendo del sustrato usado para la prueba, la lectura se efectia como sigue:

1. La prueba es positiva para coliformes totales en las siguientes situaciones:

® i el sustrato es ONPG y el medio se torna de color amarillo.

® Siel sustrato es CPRG y el medio se torna de un color que va de rojo a magenta.

2. La prueba para coliformes totales es negativa en las siguientes situaciones:

® i el sustrato es ONPG y el medio no presenta color.

® i el sustrato es CPRG y el medio es amarillo.
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3. Para determinar la presencia de E. co/i, todos los tubos positivos para coliformes
totales se examinan para fluorescencia usando una lampara de luz ultravioleta de
366 nanometros de longitud de onda, contrastando con el comparador disponible
comercialmente. La presencia de fluorescencia es positiva para . co/l.

2.4.6 Presentacion de resultados

Expresar los resultados como:

Presencia (o ausencia) de coliformes totales /100 mL
Presencia (o ausencia) de E. ¢co/i /100 mL

2.5 Método rapido. Técnica de filtro de membrana con agar m-7 horas
FC

2.5.1 Introduccion

El procedimiento simplificado con agar m-7 horas para la determinacion de
coliformes termotolerantes es similar a la técnica de filtro de membrana para coliformes
termotolerantes en medio m-FC o agar m-FC, pero permite obtener resultados en
siete horas, y la incubacién a una menor temperatura facilita la recuperacion de los
coliformes termotolerantes (41,5 = 0,2 °C).

Esta técnica es aceptada por el Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater (American Public Health Association-American Water Works Association,
1999). Se propone como una alternativa patra la determinacion rapida de coliformes
termotolerantes. Se puede aplicar para valorar la calidad de agua de bebida en situaciones
de emergencia. El procedimiento descrito a continuacién es una version simplificada
de Rapid detection methods. Seven hour fecal coliform test (specialized) (Ametican Public
Health Association-American Water Works Association, 1999).

2.5.2 Equipos y material
Calculados para procesar 10 muestras de agua (cantidades aproximadas)
® Un autoclave.

® Un horno de aire caliente o estufa para esterilizacion.
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Un destilador de agua.
Un potenciémetro o cinta de pH universal.
Un equipo de bafio Marfa o incubadora estable a 41,5 + 0,2 °C.
Un sistema de filtracién (una bomba de vacio o aspirador manual, 2 frascos
erlenmeyer Kitazato de un litro, mangueras de conexion y portafiltros previamente
esterilizados).

10 frascos de muestreo de vidrio y boca ancha estéril.

10 placas de petri de 48 mm X 8,5 mm esterilizadas, identificadas con el nimero
de la muestra, as{ como el volumen de muestra que va a ser filtrado.

10 probetas graduadas de 100 mililitros y estériles, con la abertura recubierta con
papel aluminio (si los portafiltros no son graduados).

Pipetas estériles de 10 y un mililitro (si fuera necesario hacer diluciones de la
muestra, una por dilucion).

10 frascos de diluciéon de 100 mililitros (si fuera necesario hacer diluciones en
alguna de las muestras, se debe aumentar una por dilucién).

Un frasco de boca ancha para colocar las pipetas que han sido utilizadas.
Una pinza sin dientes.

10 filtros de membrana estériles de 47 milimetros de diametro y una porosidad
de 0,45 micrometros.

Un mechero de Bunsen para mantener el ambiente aséptico y efectuar la
desinfeccion de las pinzas utilizadas.

Una lupa o un microscopio estereoscopio segun las facilidades con que se cuente.
Una fuente de luz directa.

Material para la preparacién de medios de cultivo: espatulas, matraces, probetas,
etcétera.
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2.5.3 Soluciones y medios de cultivo
En cantidades aproximadas para 10 muestras:

® 50 mililitros de agar m-7 horas FC. Véase la preparacion del medio en el apéndice
A.

® 4 litros de agua destilada para la preparacién de los medios y agua de dilucion.

® Un litro de agua de dilucién estéril (preparada a partir de las soluciones stock A'y
B).

® 34 oramos de fosfato monopotasico (KH,PO,) para la preparaciéon de un litro
de la solucion stock A.

® 81,1 gramos de cloruro de magnesio (MgCl,.6 H,O) para la preparacion de un
litro de la solucién stock B.
2.5.4 Procedimiento analitico
Preparar el agar m-7 horas FC segun las instrucciones (véase el apéndice A) y
distribuir con una pipeta estéril 5 mililitros del medio licuado a 45 °C en las placas de

petri esterilizadas.

Desinfectar la mesa de trabajo con una solucién desinfectante que no deje residuos
y colocar sobre la mesa de trabajo el material necesario para ejecutar el analisis.

1. Preparar el sistema de filtracion
segun indica la figura. Colocar un
matraz de seguridad entre la bom-
ba de vacio y el matraz que sostie-
ne el portafiltros. El portafiltros
debe estar estéril y frio.
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3.

Retirar la parte superior del porta-
filtros y, con una pinza previamen-
te flameada al mechero y enfriada,
colocar un filtro de membrana
estéril, con la cara cuadriculada
hacia arriba, centrando sobre la
parte superior y central del porta-
filtro.

Acoplar la parte superior del
portafiltros, teniendo cuidado de
no dafiar la membrana.

Verter cuidadosamente en el por-
tafiltros 100 mililitros de agua de
dilucién estéril y filtrar, a fin de
controlar la esterilidad, y seguir las
indicaciones como si se tratara de
una muestra (pasos del 9 al 13).
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Rerjfar 12. CﬂVOltura de papel del T

frasco con la muestra.

Homogeneizar la muestra, agitan-
do un numero no menor de 25
veces, inclinando el frasco y for-
mando un angulo de 45° entre el
brazo y el antebrazo.

Repetir los pasos 2y 3. Verter en el
portafiltros aproximadamente 30 .
mililitros de agua de dilucién estéril m
y filtrar, a fin de humedecer la

membrana. En seguida vaciar 100
mililitros de la muestra de agua de
bebida evitando que el agua so- &
brepase los bordes superiores. El
volumen de muestra se medira en
el mismo embudo, si este es gra-
duado; de otro modo, usar una
probeta estéril. Conectar ala bomba
de vacio para proceder ala filtracion.
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Y

10.

Después de la filtracion, enjuagar
el portafiltros tres veces con pot-
ciones de 20-30 mililitros de agua
de dilucién estéril, para evitar la
retencion de alguna bacteria en las
paredes internas. Apagar la bom-
ba de vacio al finalizar la opera-
cién. BEvitar que se seque excesiva-
mente el filtro de membrana.

Separar la parte superior del por-
tafiltros y, con una pinza previa-
mente flameada, retirar el filtro de
membrana cuidando de que la
pinza toque apenas su parte peri-
férica, fuera del area de filtracion.
Acoplar nuevamente la parte
superior del portafiltros a la parte
inferior.

Cuidado de no contaminar el fil-
tro de membrana, colocar cuida-
dosamente la membrana, con la
superficie cuadriculada hacia arri-
ba, sobre la superficie del medio
de cultivo agar m-7 horas FC.
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12.

13.
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Verificar si se formaron bolsas de
aire entre la membrana y el medio
de cultivo. Si esto ocurre, levantar
con una pinza estéril uno de los
bordes del filtro de membrana vy,
haciendo movimientos circulares,
deslizarla con la finalidad de elimi-
nar dichas bolsas, pues ellas impi-
den el contacto de las bacterias
con el medio del cultivo, lo que
dificulta o evita su crecimiento.

Tapar la placa de petri y colocarla
en forma invertida; es decir, la
tapa hacia abajo.

Identificar la placa.

Lavar nuevamente el filtro con
agua de dilucion estéril y proceder
a la siguiente filtracién. Los porta-
filtros deben estar estériles en el
inicio de cada serie de filtraciones.
Estas series no deben ser usadas
para mas de 30 muestras y no debe
haber un intervalo mayor de 30
minutos entre una filtraciéon y otra.
De presentarse el caso, los porta-
filtros deben ser esterilizados nue-
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vamente para evitar una contami-
nacién accidental. !

Después de la filtracién, incubar
las placas de petri y colocarlas en
posicién invertida en bandejas
forradas con papel toalla humede-
cido o poniéndolas en una bolsa
de plastico con cierre hermético
sumergida en bafio Maria; en
ambos casos, a 41,5 + 0,2 °C
durante 7 horas.

2.5.5 Lectura

1. En el agar m-7 horas FC las colonias tipicas de coliformes termotolerantes
presentan coloracion amarillo claro brillante.

2. Después de la incubacion, seleccionar las placas con filtros de membrana que
presenten entre 20 y 80 colonias tipicas y no mas de 200 bacterias de todos los
tipos.

3. Con ayuda de una lupa o de un microscopio estereoscopio y con iluminacién

dispuesta en forma directa a la placa, efectuar el recuento de las colonias tipicas
en las placas seleccionadas para lectura.

2.5.6 Presentacion de resultados

1. El nimero de coliformes termotolerantes en agar m-7 horas FC se hace a partir
del recuento de colonias tipicas.

La esterilizacién rapida de los portafiltros puede efectuarse mediante los siguientes procedimientos:
exponetlos a radiacién ultravioleta durante dos minutos o sumergirlos en agua hirviendo por cinco
minutos. Es necesario controlar la esterilidad de cada portafiltros usado para una serie de filtraciones.
Para ello es necesario efectuar la filtracién de una muestra de 100 mililitros de agua de dilucién estéril,
antes y durante la filtracién de las muestras; puede ser cada 10 muestras procesadas en un mismo
portafiltros o segin el nimero de muestras que indique el programa de control de calidad.
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2. El recuento se expresa de la siguiente forma:
unidades formadoras de colonias de coliformes termotolerantes por 100 mL
(UFC de coliformes termotolerantes/100 mL)

3. El recuento de coliformes termotolerantes se calcula a partir del nimero de
colonias tipicas que se desarrollen en el filtro de membrana y del volumen de la
muestra filtrada aplicando la siguiente férmula:

UFEC de coliformes termotolerantes /100 mL = IN.% de colonias tipicas X 100

Volumen filtrado de muestra (mL)

Casos especiales:

2)

b)

Cuando la suma total de colonias (tipicas y atipicas) es superior a 200, el resultado
final se expresa como conteo petjudicado (CP).

Cuando hubo crecimiento en toda el area de filtracién de membrana, sin colonias
bien definidas, el resultado final se expresa como crecimiento confluente (C.Cf.).

Cuando se presentan colonias tipicas de coliformes y un crecimiento confluente,
el resultado se expresa como presencia de coliformes y conteo perjudicado debido
a crecimiento confluente.

En los casos especificados para el conteo perjudicado y crecimiento confluente,
se debe solicitar una nueva muestra y seleccionar menores volimenes de muestra
para la filtracién. De esta manera, para aguas tratadas, una filtracién de 100
mililitros puede ser sustituida por dos filtraciones de 50 mililitros o cuatro de 25
mililitros.

DETERMINACION DE LOS PARAMETROS
FISICOQUIMICOS BASICOS

El laboratorio central y los laboratorios periféricos que atiendan la demanda de

analisis de un programa de vigilancia de la calidad del agua de bebida requieren tener
implementados, por lo menos, los métodos para la determinacién del cloro residual, el
pH y la turbiedad. Estas pruebas de laboratorio también serviran para controlar la
validez de las lecturas efectuadas en los equipos de campo mediante una prueba de
control de una muestra y la comparacién de los datos obtenidos con el método de
laboratotio y el equipo de campo.
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3.1 Determinacion de cloro residual. Método de titulacién con DPD
3.1.1 Introduccion

En la cloracién del agua se producen dos tipos de cloro residual, el libre y el
combinado. El cloro residual libre es un agente oxidante mds activo y de acciéon
bactericida mas lenta que el cloro residual combinado.

El método de titulacion con DPD se fundamenta en que en ausencia del ion
yoduro, el cloro libre reacciona instantaneamente con la N, N-dietil-1,4-fenilendiamina
(DPD) y forma un compuesto de color rojo, en un rango de pH de 6,2 a 6,5. Para
determinar el cloro residual total (cloro residual libre mas cloro residual combinado),
se aflade el yoduro en exceso al inicio de la prueba.

El método de titulacién con DPD es recomendable para concentraciones entre
0,03 mg/Ly 5 mg/L de cloro total; si la concentracion es més alta, la muestra debe set

diluida.

El método por titulaciéon con DPD esta aceptado por el Standard Methods
(American Public Health Association-American Water Works Association, 1999). La

siguiente es una version simplificada del Standard Methods y de los procedimientos
normalizados de operacién del laboratorio del CEPIS/OPS (2002b).

3.1.2 Equipos, materiales e insumos
Balanza analitica con precision de 0,1 mg.
Materiales de vidrio y otros

® Probetas y frascos volumétricos de 500 y 1.000 mL.
® Frascos de vidrio ambar de 250 ml..

® Espatulas para dosificar los cristales.

® Erlenmeyer de 300 mL.

® Pipetas automaticas de seguridad o pipetas con bombilla, para dosificar los
reactivos de DPD y soluciones amortiguadoras.

® Pipetas volumétricas.
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3.1.3 Reactivos y soluciones
Solucién tampoén de fosfato. Para los patrones permanentes de color

Disolver 24 gramos de Na,HPO, anhidro y 46 gramos de KH,PO, anhidro en
agua destilada. Combinar esta solucion con 100 mililitros de agua destilada en la cual se
han disuelto 800 miligramos de disodio-etilendiamina-tetracetato-dihidrato (EDTA).
Agregar agua destilada hasta alcanzar un volumen de 1.000 mililitros. Para preservar la
solucion, anadir 20 miligramos de HgCl, (manipular con cuidado porque es sumamente
toxico).

Solucién indicadora de DPD

Disolver 1,0 gramos de oxalato de DPD (manipular con cuidado: es sumamente
toxico) en agua destilada a la cual se han afiadido 8 mililitros de H,SO, concentrado
1 + 3 y 200 miligramos de EDTA disédico. Diluir con agua destilada hasta alcanzar un

volumen de 1.000 mililitros. Guardar la solucién en un frasco ambar y almacenar en la
oscuridad.

Solucioén titulante de sulfato aménico ferroso (FAS), 0,0028 N

Disolver 1,106 gramos de Fe(NH,),(SO,),.6 H,O en agua destilada a la cual se
ha afiadido un mililitro de H,SO, concentrado 1 + 3 y enrasar con agua destilada hasta
alcanzar un volumen de 1.000 mililitros en un frasco volumétrico de un litro. Guardar
esta solucién como maximo un mes.

Solucién madre de dicromato potasico (K,Cr,0-), 0,2500 N

Disolver 12,259 gramos de K,Cr,O- en agua destilada. En un frasco volumétrico
de 1.000 mililitros diluir con agua destilada hasta alcanzar un volumen de 1.000 mililitros.

Solucién patron de dicromato potasico (K,Cr,0-), 0,0250 N
Para los patrones permanentes de color

Con una pipeta, tomar 50,00 mililitros de la solucién madre de K,Cr,O- en un
frasco volumétrico de 500 mililitros y enrasar con agua destilada hasta alcanzar un
volumen de 500 mililitros.

Solucion indicadora de difenilaminasulfonato de bario, 0,1%

Disolver 0,1 gramos de (C;H;NHC:H,-4-SO;),Ba en 100 mililitros de agua
destilada.

Cristales de yoduro de potasio (KI)
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3.1.4 Procedimiento analitico

Es preferible analizar el cloro residual inmediatamente después de la toma de

muestra. Recolectar la muestra en frascos de vidrio o de polietileno. No agitar ni exponer

al calor ni a la luz brillante.

Calibracion del método

Estandarizar la soluciéon de sulfato amoénico ferroso (solucion titulante).
Colocar 100 mililitros de la solucién titulante en un erlenmeyer de 300 mililitros.

Anadir 10 mililitros de H,SO, concentrado 1 + 5 y 5,0 mililitros de H;PO,
concentrado y mezclar la solucion.

Afadir 2 mililitros de solucion indicadora de difenilaminasulfonato de bario.
Agitar la solucion y titular con la solucién patrén de K,Cr,O- 0,0250 N hasta el

punto final de equivalencia; es decir, cuando se forma un color violeta que cambia
después de 30 segundos.

Determinacion de cloro residual total (cloro libre y combinado)

En un erlenmeyer de 300 mililitros agregar 5 mililitros de la solucién tampoén y
5 mililitros de solucién indicadora de DPD.

Anadir 100 mililitros de muestra (o diluciones con agua destilada) hasta obtener
un volumen de 100 mililitros. Las diluciones aseguraran que la concentracion de
cloro no exceda 5 mg/L. Mezclar la solucion.

Anadir un gramo de cristales de KI y disolver.

Dejar la mezcla en reposo durante dos minutos.

Agitar (continuamente) la solucion y titular inmediatamente con la solucién titulante

hasta que desaparezca el color rojo. Efectuar la observacion sobre una superficie
blanca. Anotar el gasto total del titulante en mililitros (= V).

Determinacion de cloro residual libre y combinado

Agregar 5 mililitros de solucién tampén y 5 mililitros de solucion indicadora de
DPD en un erlenmeyer de 300 mililitros y mezclar.
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Anadir 100 mililitros de muestra o una porcién menor diluida (diluciones con
agua destilada hasta obtener un volumen de 100 mililitros, para asegurar que la
concentraciéon de cloro no exceda 5 mg/L) y mezclar la solucién.

Sobre una superficie blanca, agitar continuamente la solucion y titular rapidamente
con la solucién titulante FAS hasta que desaparezca el color rojo. Este es un
primer punto de equivalencia. Anotar el gasto total del titulante en mililitros

= Vo).

Anadir alrededor de un gramo de cristales de KI y mezclar para disolver.
Dejar la mezcla en reposo durante dos minutos.

Continuar la titulacién con el FAS hasta que el color rojo vuelva a desaparecer.

Este es el punto final de equivalencia. Anotar el gasto total del titulante en mililitros

(= Vy.

3.1.5 Presentacion de resultados

Calculo de la concentraciéon de cloro residual total y libre

Calculo de la normalidad de la solucion titulante FAS

Calcular la normalidad N de la solucién titulante de la siguiente manera:

Ny, X 17
V7

N = normalidad del titulante FAS en meq/mL

N, = normalidad del patrén de K,Cr,0O; en meq/mL (= 0,0250 N)
I/, = volumen titulado del patrén de K,Cr,O, en mL

;= volumen del titulante FAS en mL (= 100 mL)

Nota: Se promedian las normalidades resultantes de las dos estandarizaciones.
Calculo del cloro residual

Calcular el contenido de las diferentes formas del cloro residual con la férmula

siguiente:

IV x N X 35450
Vi
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C = concentraciéon de la forma reactiva de cloro en la muestra en mg de
ClL,/L.

I = volumen (calculado) de FAS para la muestra en mL. Véase el cuadro
5.5.

N = normalidad calculada del titulante de FAS en meq/mL.

V', = volumen de la muestra en mL.

Expresar el cloro residual en mg de Cl,/L.

Cuadro 5.5
Volumen V del titulante FAS
F iva de Cl v
orma reactiva de (mL)
Cloro residual total Vi
Cloro libre Vi
Cloro combinado V-V

3.2 Determinacién de cloro libre residual y combinado
Método colorimétrico con ortotolidina-arsenito (OTA) por
comparacion visual

3.2.1 Introduccion

En el método colorimétrico con ortotolidina-arsenito (OTA), el cloro libre resi-
dual reacciona directamente con la ortotolidina y forma un compuesto de color amarillo.
La lectura se efectia comparando la intensidad del color amarillo producida en la
reaccién con una escala de estandares. La intensidad del color amarillo que desarrolla el
compuesto es proporcional a la concentracion de cloro.

Con esta técnica se obtienen valores del cloro total, el cloro libre, el cloto
combinado y también de las interferencias por color.

La siguiente es una versién simplificada del método de la medicién de cloro
residual con ortotolidina-arsenito publicada en el Standard Methods (American Public
Health Association-American Water Works Association, 1960), de la publicada por
Romero (1999) y de Procedinientos simplificados para el examen de aguas (OPS, 1978).
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3.2.2 Equipos, materiales e insumos

La comparacién visual de la reaccion del cloro residual con ortotolidina puede
hacerse con un comparador de color (compensando color y turbiedad) o medirse con
un espectrofotémetro a una longitud de onda de 400 2 490 nanémetros y una trayectoria
de luz de un centimetro.

3.2.3 Reactivos y soluciones

Agua destilada libre de sustancias oxidantes y reductoras, y de demanda de cloro
(AD).

Soluciéon tampén de fosfato

Para obtener la solucién tampén concentrada, pesar 22,86 gramos de Na,HPO,
anhidro y 46,16 gramos de KH,PO,; colocar ambas pesadas en un vaso de precipitado
de 1.000 mililitros y disolver en 600 mililitros de agua destilada. Trasvasar la solucién en
un frasco volumétrico o en un matraz aforado de 1.000 mililitros. Lavar tres veces el
vaso de precipitado; emplear en cada lavada 100 mililitros de agua destilada. Agregar el
producto de las tres lavadas al frasco volumétrico. Enrasar hasta alcanzar el volumen de
1.000 mililitros. Tapar y mezclar cuidadosamente. Dejar reposar y filtrar la solucién
antes de usarla. Para preparar los estandares o patrones permanentes de color, usar la
solucién tampon de fosfato diluida.

Para obtener la solucién tampoén diluida, con una pipeta volumétrica medir 50
mililitros de la solucién tampoén de fosfato concentrada, trasvasarla a un frasco volumé-
trico de 500 mililitros y enrasar con agua destilada hasta alcanzar un volumen de 500
mililitros. Tapar y mezclar cuidadosamente.

Solucién madre de cromato (K,Cr,0;)-dicromato de potasio (K,Cr,0-),
0,2500 N

Pesar 1,55 gramos de dicromato de potasio y 4,65 gramos de cromato de potasio
y colocarlos en un vaso de precipitado de 500 mililitros. Disolver en 300 mililitros de
agua de solucién tampoén de fosfato. Verter la solucion y el producto de las tres lavadas
en un frasco volumétrico de 1.000 mililitros. Lavar tres veces el vaso de precipitado;
emplear en cada lavada 100 mililitros de agua destilada. Diluir con agua destilada hasta
alcanzar un volumen de 1.000 mililitros.
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Solucién diluida de cromato-dicromato de potasio
Para los patrones permanentes de color

Con una pipeta volumétrica, medir 50,00 mililitros de la solucién madre de
cromato-dicromato antes descrita. Trasvasarla a un frasco volumétrico de 500 mililitros
y enrasar con la solucién tampoén de fosfato hasta alcanzar un volumen de 500 mililitros.

Preparacion del reactivo de ortotolidina

Disolver 1,35 gramos de dihidrocloruro de ortotolidina en 500 mililitros de
agua destilada. Afadir esta solucién (agitando constantemente) a una mezcla de 350
mililitros de agua destilada y 150 mililitros de HCI concentrado. No se recomienda el
uso de ortotolidina base en la preparacion de este reactivo.

Una vez preparado el reactivo, protegerlo de la acciéon de la luz, guardarlo en un
frasco ambar o en la oscuridad a la temperatura de la habitaciéon y almacenarlo un
maximo de seis meses. Se debe manejar la ortotolidina con extremo cuidado, nunca
pipetearla con la boca y evitar la inhalacién o la exposicion a la piel.

Reactivo de arsenito de sodio

Disolver 5 gramos de arsenito de sodio, NaAsO,, en agua destilada y llevar a un
litro. Manejar el arsenito de sodio con extremo cuidado y tomar las medidas necesarias
para evitar la ingestion.

Estandares o patrones permanentes de color

Se recomienda usar los estandares con garantia de calidad disponibles en el
mercado. También se pueden preparar estindares en el laboratorio, pero se requiere
una extrema precision en la preparacion de cada uno de los reactivos.

Para la preparaciéon de los estandares o patrones permanentes de color, se
recomienda seguir el siguiente procedimiento:

Preparar las siguientes series midiendo los volumenes de la solucién diluida de
cromato-dicromato de potasio que figuran en la tabla de la siguiente pagina. Trasvasar
el volumen seleccionado en tubos de Nessler de 100 mililitros y llevarlo a 100 mililitros
con la solucién diluida de tampén de fosfato, tapar el tubo y mezclar bien, por lo
menos 10 veces por inversion.

Estos patrones pueden almacenarse por varios meses, para lo cual los tubos
deben ser tapados con tapones de caucho.
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Cuadro 5.6
Estandares o patrones permanentes de color de cloro residual
Solucion diluida de Equivalente de cloro
cromato-dicromato (mL) (mg/L)

0 0

1 0,01

2 0,02

5 0,05

7 0,07
10 0,10
15 0,15
20 0,20
25 0,25
30 0,30
35 0,35
40 0,40
45 0,45
50 0,50
60 0,60
70 0,70
80 0,80
90 0,90
100 1,0

A partir de la serie de patrones que figuran en la tabla, se pueden preparar patrones
de menor valor que se adectien a concentraciones de cloro residual diferentes de las que
figuran en la tabla.

3.2.4 Procedimiento analitico

A continuacion se describe la técnica de laboratorio de ortotolidina-arsenito por
comparacion visual. Esta prueba también puede leerse en un espectrofotémetro, para
lo cual se requiere una mayor inversion en equipos. En esta técnica las lecturas se hacen
tomando como referencia las curvas de calibracion preparadas sobre la base de concen-
traciones de cloro conocidas.

Método colorimétrico con ortotolidina-arsenito (OTA)
por comparacion visual

El ensayo se realiza con un comparador y con tres celdas. Usar el mismo volumen
del reactivo de arsenito y de ortotolidina. De cada uno de los reactivos, usar 0,5 mililitros
en celdas de 10 mililitros y 0,75 mililitros en celdas de 15 mililitros.
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Etiquetar tres celdas con las letras A4, By C.

En la celda A, que contiene el reactivo de ortotolidina, adicionar un volumen
medido de la muestra de agua de acuerdo con el tamafio de la celda. Mezclar rapidamente
y, de inmediato, en un tiempo maximo de cinco segundos, agregar reactivo de arsenito.
Volver a mezclar rapidamente y en seguida comparar con el color de los estandares.
Anotar los resultados. El valor A representa el cloro libre y las interferencias de color.

OT + muestra + arsenito de Na — lectura inmediata => CI + interferencias rdpidas de color

En la celda B, que contiene el reactivo de arsenito, adicionar un volumen de la
muestra de agua. Mezclar rapidamente y agregar el reactivo de ortotolidina. Volver a
mezclar rapidamente y en seguida comparar con el color de los estandares. Anotar los
resultados como valor B1. Después de 5 minutos (exactos), comparar nuevamente con
los estandares. Anotar los resultados como valor B2. Los valores obtenidos representan
la interferencia de color inmediata B1 y, a los 5 minutos, B2.

Aprsenito + muestra + OT —  lectura inmediata => interferencias rapidas
— lectura a los 5 minutos > interferencias rdpidas y lentas
En la celda C, que contiene el reactivo de ortotolidina, adicionar un volumen
de la muestra de agua. Mezclar rapidamente y a los 5 minutos (exactos) comparar con
el color de los estandares. Anotar los resultados como valor C. El valor obtenido C
representa el cloro residual total y el total de las interferencias de color.

OT + muestra — lectura a los 5 minutos > CI + CC + interferencias ripidas y lentas

De las lecturas se obtiene:

Cloro residual total = C-B,
Cloro libre residual = A — B,
Cloro combinado = cloro total residual — cloro libre residual

3.2.5 Presentacion de resultados

Expresar el cloro total, el cloro libre residual y el combinado en mg/L.
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3.3 Determinacién de pH. Método electrométrico
3.3.1 Introduccion

Los valores de pH miden la intensidad de la acidez y la alcalinidad del agua. La
escala del pH de las aguas naturales esta entre 6,0 y 8,5. Si un agua tiene pH 7, esta en el
punto medio de la escala y se considera que tiene un pH neutro. El valor del pH tiene
importancia en los procesos de tratamiento como la cloracién, la coagulacién, el
ablandamiento y el control de la corrosion.

El método electrométrico se fundamenta en la determinacion de la actividad de
los iones hidrégeno por medio de una mediciéon potenciométrica.

Es conveniente que la medicion del pH se efectie en el campo. De este modo, se
evita la alteracién de muestra. Silas muestras tienen que ser transportadas a un laboratorio,
seran colectadas en frascos de vidrio o de polietileno rigurosamente lavados. Se
recomienda analizar la muestra inmediatamente después de su recoleccion. De lo
contrario, se la debe conservar a 4 °C por un tiempo maximo de dos horas.

El método electrométrico estd aceptado por el Standard Methods (American
Public Health Association-American Water Works Association, 1999). La siguiente es
una versiéon simplificada del procedimiento del Standard Methods y de los
procedimientos normalizados de operacion del laboratorio del CEPIS/OPS (2002a).

3.3.2 Equipos, materiales e insumos

Potenciémetro. El potenciémetro tiene un electrodo de vidrio selectivo de ion
hidrégeno cuyo voltaje fluctia con el pH del agua y un electrodo referencial de calomel
que proporciona un voltaje estable y constante. Este electrodo se compara con el voltaje
del electrodo de vidrio selectivo de ion hidrégeno. En la mayorfa de los casos, es
suficiente una precisién de + 0,05 unidades de pH y un valor hasta el primer decimal.

Agitador magnético. Barra agitadora magnética recubierta con teflén o un
agitador mecanico.
Materiales

Todos los frascos y materiales de vidrio o polietileno utilizados para la prueba

deben ser cuidadosamente lavados y no deben tener rayas ni imperfecciones. El material
se lava del siguiente modo:
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® [avar con solucion de detergente especial (por ejemplo, extran alcalino).
® Enjuagar minuciosamente con abundante agua de grifo.

® Remojar toda la noche en una solucién de acido sulfurico al 10%.

® Enjuagar con agua de grifo y finalmente con agua destilada.

® Sccar en la estufa a 50 °C.

Frascos de vidrio. Para el muestreo, se recomienda el uso de frascos de vidrio
o polietileno.

Vasos de precipitado. Preferiblemente, vasos de vidrio o polietileno.

3.3.3 Reactivos y soluciones

Soluciones amortiguadoras patrén. Soluciones o capsulas de pH 4,00; 7,00 y
9,00. Se disuelve la capsula en agua destilada y se diluye al volumen especificado por el
fabricante. Guardar la solucion en un frasco de polietileno. Se puede almacenar por tres
a cuatro semanas. Si se observa una turbiedad anormal, se debe descartar la solucién.

Soluciones auxiliares. NaOH 0,1 N; HC1 0,1 N; HC1 5 N.

3.3.4 Procedimiento analitico

Antes de proceder al analisis, verificar las condiciones del equipo porque pueden
producirse errores de medicién debido a fallas mecanicas o eléctricas; por ejemplo,
baterfa baja, electrodos deteriorados o muy antiguos, electrodos con restos de sustancias
aceitosas o particulas.

Calibracion del equipo
® Conectar el electrodo de pH combinado al potenciémetro, seleccionar el modo
pH y calibrar ajustando el pH al de las soluciones amortiguadoras patrén; primero,

lade pH7,4y09.

® [atecnologia ha logrado obtener potenciémetros con sistemas de autocalibracion
y compensacion de temperatura.
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Analisis de la muestra

® (alibrar el equipo antes de proceder al analisis de la muestra. En seguida, enjuagar
el electrodo de medicion de pH con agua destilada y secatlo con un papel suave.

® Colocar la muestra en un vaso de precipitado e introducir el electrodo de tal
manera que el area sensible esté completamente sumergida en la muestra.

® Agitar suavemente la muestra con el auxilio de un agitador magnético a fin de
asegurar su homogeneidad. La agitacion debe ser suave para reducir al minimo
el arrastre de didxido de carbono. Esperar hasta que en el medidor se presente

una lectura estable.

® Después de medir el pH de la muestra, guardar los electrodos en agua destilada
o alguna solucion de almacenamiento hasta su siguiente uso.

o

Potenciometro de laboratorio

|

3.3.5 Presentacion de resultados

Los resultados se expresan en unidades de pH y un valor de hasta un decimal. Se
debe reportar la temperatura en la que se efectuaron las mediciones.
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3.4 Determinacion de la turbiedad. Método nefelométrico
3.4.1 Introduccion

La turbiedad del agua se origina en la presencia de particulas insolubles de arcilla,
limo, materia mineral, particulas organicas de diferente origen, plancton y otros organismos
microscépicos que impiden el paso de la luz a través del agua. Una turbiedad mayor de
5 UNT es perceptible para el consumidor y proporciona una guia para la produccion
de agua aceptable para el consumo humano.

Es conveniente que la medicién de la turbiedad se efectie en el campo. Si no es
posible, se debe tomar la muestra y analizarla antes de transcurrido un lapso de 24
horas. De este modo, se evita la alteracion de las particulas suspendidas.

El método nefelométrico se fundamenta en la comparacion entre la intensidad
de la luz dispersada por una muestra de agua y la de una suspension patrén de polimero
formazina. Este procedimiento se recomienda como un método de laboratorio dirigido
a determinar la turbiedad en el agua para consumo humano y a analizar muestras de
agua sin sedimentos que se depositen rapidamente. El método nefelométrico esta
aceptado por el Standard Methods (American Public Health Association-American Water
Works Association, 1999). La siguiente es una version simplificada del procedimiento
del Standard Methods y de los procedimientos normalizados de operacién del
laboratorio del CEPIS/OPS (2002c).

3.4.2 Equipos, materiales e insumos

Equipos

Un turbidimetro con una sensibilidad de deteccion de diferencias de turbiedad
de 0,02 UNT o menos, con rango inferior a cero.

Equipo de filtracion.
Materiales

Todos los frascos y materiales de vidrio utilizados para la prueba deben ser
lavados cuidadosamente y no deben tener rayas ni imperfecciones.

Celdas o tubos de medicion. Pueden ser de vidrio o de plastico transparente o
incoloro. Deben permanecer muy limpios por dentro y por fuera, y si estan deteriorados,
deben ser descartados.
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Frascos de vidrio. Para el muestreo, se recomienda usar frascos de vidrio
transparente, de un litro de capacidad, de boca angosta y con tapén de cristal.

Frascos de vidrio volumétrico o fiolas de 100 mL

Una probeta graduada de 1.000 mL para la preparacion de las diluciones de
las muestras y para diluir los patrones de turbiedad.

Pipetas volumétricas de 5 mL y 10 mL

Membranas de filtracion de 0,1 ym

3.4.3 Reactivos y soluciones
Agua de dilucién. Con un valor nominal de 0,02 UNT, que se obtiene filtrando
el agua destilada a través de una membrana de filtracion de 0,1 um. Enjuagar el frasco
colector dos veces con el agua filtrada y desechar los primeros 200 mililitros.
Suspensiones patron de formazina

Suspensién primaria

Soluciéon 1

Disolver un gramo de sulfato de hidracina (NH,),H,SO, en agua, colocar
en una fiola de 100 mililitros y aforar.

Solucion 2

Disolver 10 gramos de hexametilenetetramina (CH,) N, en agua, colocar
en una fiola de 100 mililitros y aforar con agua.

Preparacion de la suspension primaria

En un frasco mezclar:
5 mililitros de la solucién 1 y 5 mililitros de la solucién 2.
Colocar la mezcla en una botella de vidrio ambar.

La turbiedad de esta suspension es de 4.000 UNT y puede permanecer
estable hasta un afio, si se almacena en forma apropiada.
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Suspensiones intermedias

Diluir la suspension patréon primaria de 4.000 UNT con agua de dilucion.
Preparar las suspensiones intermedias antes de usarlas, no guardarlas
preparadas.

Segun las caracteristicas del agua que se esté analizando, para la determinacion
de la turbiedad se pueden preparar las siguientes diluciones:

Suspension patron de 400 UNT. Con una alicuota de 10 mililitros de la
suspension patrén primaria de formazina, colocar en una fiola de 100
mililitros y aforar con agua de dilucién.

Suspension patron de 40 UNT. Con una alicuota de 10 mililitros de la
suspension patrén primaria de formazina de 400 UNT, colocar en una
fiola de 100 mililitros y aforar con agua de dilucién.

Suspension patrén de 4 UNT. Con una alicuota de 10 mililitros de la
suspension patrén primaria de formazina de 40 UNT, colocar en una
fiola de 100 mililitros y aforar con agua de dilucién.

3.4.4 Procedimiento analitico

® Antes de proceder al analisis, verificar las condiciones del material, en especial el
estado y limpieza de las celdas.

® (alibrar el turbidimetro con estandares secundarios (Gelex) que se venden
comercialmente; por ejemplo, suspensiones de microesferas de copolimero divinilo-
estireno o suspensiones comerciales estandar de formalina u otras que se expenden
en presentaciones selladas y que ofrecen garantia. Se debe recalibrar el equipo con
formazina por lo menos una vez cada seis meses y calibrarlo en caso de que la
lectura de uno de los estandares secundarios de Gelex se encuentre fuera del rango.

Para la medicion de la turbiedad, proceder del siguiente modo:

2
<

Agitar la muestra y esperar a que las burbujas de aire desaparezcan. En el
caso de que la muestra tenga una turbiedad mayor de 4.000 UNT, se
efectuaran diluciones con agua destilada.

Enjuagar la celda limpia tres veces con un volumen pequefio de muestra,
verter la muestra hasta la linea (aproximadamente 30 mililitros) y tapar la celda.

Con un papel toalla, limpiar cuidadosamente la parte exterior de la celda
para eliminar el agua y las huellas digitales. Aplicar una pequefia cantidad de
aceite de silicona. Retirar el exceso. Coger la celda sélo por la parte superior.



PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO 99

* Colocar las celdas en el compartimiento del equipo y cerrar la cubierta.

Leer directamente en el turbidimetro. Seguir el manual de operaciones del equipo.

3.4.5 Presentacion de resultados
Los resultados se expresan en unidades nefelométricas de turbiedad, UNT.

Reportar las lecturas con los siguientes valores de precision:

Cuadro 5.7
Valores de precision segun el rango de turbiedad

Rango de turbiedad Precision
UNT
0a1,0 0,05
1210 0,1
10 a 40 1
40 a 100 5
100 a 400 10
400 a 1.000 50
Mayor de 1.000 100
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En el caso de que se trabaje con diluciones, calcular la UNT mediante la siguiente
formula:

Lectura en la muestra diluida X volumen final de dilucion en mililitros
Volumen en mililitros de la muestra considerada para la dilucion

Turbiedad en UNT



CAPITULO 6

MEDICIONES DE CAMPO

1. DETERMINACION DE INDICADORES DE
CALIDAD SANITARIA DEL AGUA:
COLIFORMES TOTALES Y TERMOTOLERANTES

1.1 Introduccion

Para efectuar las pruebas de campo de los coliformes totales y termotolerantes,
los técnicos requieren un entrenamiento minimo sobre la forma en que deben tomar la
muestra, sobre el procedimiento de analisis de campo y la identificacion de las colonias
correspondientes a los indicadores bacteriolégicos seleccionados.

La experiencia indica que es conveniente proporcionar a los técnicos el
procedimiento por escrito, la ficha e identificacion de la muestra, la ficha de reporte de
datos y fotografias de los tipos de colonias que deben identificar. Estas colonias tienen
caracteristicas especificas segin el medio de cultivo usado en el analisis y de acuerdo
con el reactivo indicador, lo cual permitira diferenciarlas de las otras colonias que también
pueden crecer en los diferentes medios de cultivo.

1.2 Mediciones de campo

Como recomendacién general, el analisis bacteriologico de agua potable debe
efectuarse en un plazo maximo de 30 horas después del muestreo, pero en algunos
casos, la muestra se toma en lugares distantes del laboratorio y existen inconvenientes
para trasladarla a tiempo, por lo que se hace necesario el uso de los equipos de campo.
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Con las pruebas de campo se eliminan los problemas de supervivencia o excesiva
reproduccion de los diferentes tipos de microorganismos que pueden estar presentes
en el agua, problema que puede presentarse durante el transporte de la muestra en un
tiempo mayor de 30 horas. Estas pruebas de campo también son utiles en los lugares
donde se carece de corriente eléctrica o esta llega en forma discontinua y donde no es
posible instalar un laboratorio.

En el mercado se presenta una variedad de modelos de equipos de campo
diseniados para el analisis bacteriolégico con las técnicas analiticas clasicas como la
membrana de filtracion, el Numero Mas Probable por tubos multiples y las pruebas de
presencia-ausencia. También se expenden medios de cultivo preparados y dispuestos
en viales y ampollas, entre otras formas. Los medios también pueden ser preparados
en un laboratorio y dispensados en volumenes apropiados para el trabajo en el campo;
de este modo, se evita la sobreexposicion. La preparaciéon de los medios de cultivo
figura en el apéndice A.

En cuanto a las técnicas analiticas aplicables en el campo, se recomienda la filtracion
con membrana para aguas claras, principalmente para agua de consumo humano y
aguas subterraneas; la técnica del Nimero Mas Probable por tubos multiples para
aguas turbias, como las fuentes de agua de origen superficial; y la prueba de presencia-
ausencia para agua de consumo humano.

Los equipos de campo disefiados para el analisis bacteriolégico estin acondi-
cionados para medir los indicadores de calidad del agua: coliformes totales, coliformes
termotolerantes y E. co/Z, de acuerdo con la temperatura de la incubadora portatil y el
medio de cultivo que se utilice.

En vista de que las pruebas se efectiian en el campo, el técnico tendra la precaucion
de llevar todo el material necesario, para lo cual se recomienda tener una lista de materiales
donde se incluira todo lo necesario para el muestreo: etiquetas, fichas de muestreo,
material para el analisis en el campo, material para las pruebas de control de calidad
(blancos y duplicados), etiquetas, lapiceros de tinta indeleble, etcétera.

1.2.1 Téenica de filtro de membrana

Un equipo de campo disefiado para la evaluacién bacteriolégica por la técnica
de filtracién con membrana puede estar acondicionado para la evaluaciéon de solo
coliformes totales o solo coliformes termotolerantes. En el mercado también se pueden
encontrar equipos y medios de cultivo en los que se pueden analizar, al mismo tiempo,
coliformes totales, coliformes termotolerantes y I. co/i. En general, un equipo de campo
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para el analisis de coliformes por la técnica de filtracién con membrana consta de las
siguientes partes (OMS, 1988):

Un estuche protector resistente a sustancias quimicas (@ en el grafico).

Una incubadora portatil (4) que debe garantizar una temperatura estable con un
margen de £ 0,5 °C. Para la determinacién de coliformes totales, se requiere una
incubadora a 35,5 °C y para coliformes termotolerantes y E. co/7, 44,5 + 0,2 °C,
debido a que estos tltimos exigen una minima o nula variacién en la temperatura.
La incubadora portatil puede tener un mecanismo de incubacién con calor seco,
pero debe garantizar un 100% de humedad. Se recomienda mantener los equipos
de campo a una sola temperatura de incubacién.

Una fuente de energfa (¢) que puede ser una baterfa de automoévil o una bateria
portatil. Algunas unidades de este tipo pueden ser conectadas a corriente continua
de 6, 12 6 24 voltios o a corriente alterna de 115 6 230 voltios. Pueden funcionar
con una baterfa o conectandolas al encaje del encendedor de un automévil o a
un tomacorriente normal utilizando adaptadores.

Gradilla o soporte pata la incubacion ().

Equipo de campo para analisis bacteriolégico con filtro de membrana
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® Un sistema de filtracién, conformado por embudo (¢), un accesorio poroso
destinado a portar el filtro (f), un vaso o recipiente receptor de la muestra (g) y
una bombilla o jeringa apropiada para generar vacio (5).

® DPinzas de extremos redondeados (7).

® Frasco con metanol (j).

® Frasco con alcohol (k).

® Frasco con agua de dilucion estéril (/) (véase la formula en el apéndice A).
® Mechero de alcohol (7).

® Placas de petri estériles, modelo segin el tipo de equipo, de 48 mm de diametro
X 8,5 mm de altura ().

Otros materiales

® Frascos de muestreo esterilizados de 250 mililitros o bolsas esterizadas con agente
declorador (tiosulfato de sodio) para muestra de agua clorada.

® Membranas de filtracion, de ésteres de celulosa, cuadriculadas, blancas, estériles,
de 47 milimetros de didmetro, con poros de 0,45 micrometros de diametro,
certificadas para analisis microbiolégicos.

® Almohadillas (pads) estériles, teniendo en cuenta el didmetro de la membrana de
filtracién (47 milimetros) y las caracteristicas de la incubadora portatil.

® Una lupa de 5 X para observar las caracteristicas de las colonias.

Medios de cultivo

Los medios de cultivo pueden ser preparados en el laboratorio central o en los
laboratorios periféricos a fin de garantizar su calidad y esterilidad. Por otro lado, el
mercado ofrece medios de cultivo listos para usar que se distribuyen en forma de
ampollas y viales, son de facil manipulacion, permiten ahorrar tiempo y optimizan el
analisis. En el mercado se pueden encontrar ampollas de caldo Endo para coliformes
totales, caldo m-FC y caldo m-coliBlue de 24 horas. Este ultimo medio detecta
simultineamente coliformes totales y E. co/i por medio de la técnica de sustrato definido.
En un laboratorio se pueden preparar frascos pequefios o ampollas en condiciones de
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esterilidad con los caldos antes mencionados o con caldo m-lauril sulfato, m-enriquecido
Teepol, entre otros.

1.2.2 Técnica de Niimero NMds Probable por tubos miiltiples

El equipo de campo acondicionado para la evaluaciéon de coliformes totales,
coliformes termotolerantes y E. co/i por la técnica del Numero Mas Probable por
tubos multiples consta de las siguientes partes:

® Un estuche protector resistente a sustancias quimicas (@ en el grafico).

® Un equipo de bafio Marfa portatil que debe garantizar una temperatura estable
con un margen de £ 0,5 °C, para coliformes totales a 35,5 °C y otro equipo
similar para coliformes termotolerantes o E. co/i a 44,5 °C. En algunos equipos
se puede cambiar la temperatura segin se requiera, teniendo como requisito una
garantia de estabilidad de la temperatura de incubacion (b).

Equipo de campo para analisis bacteriolégico de
Nimero Mas Probable por tubos muiltiples
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® Una fuente de energia que puede ser una baterfa de automovil o una bateria
portatil ().

® Una gradilla para la incubacién en tubos (d).

® Limpara UV portatil para la deteccion de E. o/, si se usa el método de sustrato
definido.

Materiales

® Tubos de prueba con tapa rosca, adaptables a la gradilla y al equipo de bafio
Marfa.

® [Frascos con agua de dilucion (véase la férmula en el apéndice A).
® Pipetas estériles.
® Mechero de alcohol.

Medios de cultivo

Los medios de cultivo pueden prepararse en el laboratorio central o en los
laboratorios periféricos a fin de garantizar su calidad y esterilidad. Se los prepara de
acuerdo con las instrucciones del productor y en cada tubo se colocara un vial (tubo
Durham) invertido. Por otro lado, el mercado ofrece medios de cultivo listos para usar
—es decir, esterilizados—. Estos son tubos o ampollas. Son de facil manipulacién,
permiten ahorrar tiempo y optimizan el analisis. En el mercado se pueden encontrar
tubos con medios listos para usar: caldo lauril triptosa para la prueba presuntiva de
coliformes, caldo verde brillante bilis 2% para la prueba confirmativa de coliformes
totales y caldo EC para coliformes termotolerantes.

1.2.3 Técnica de presencia-ansencia

El equipo de campo acondicionado para la evaluaciéon de coliformes totales,
coliformes termotolerantes y E. co/f por el método de presencia-ausencia consta de las
siguientes partes:

® Un estuche protector resistente a sustancias quimicas (# en el grafico).

® Un equipo de bafilo Marfa portatil que debe garantizar una temperatura estable
con un margen de + 0,5 °C para coliformes totales a 35,5 °C (b).
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® Una fuente de energia que puede ser una baterfa de automoévil o una bateria
portatil (¢).

® Una gradilla para la incubacion de los frascos (d).

® Limpara UV portatil para la deteccion de E. o/, si se usa el método de sustrato
definido (e).

Equipo de campo para analisis bacteriolégico por presencia-ausencia

Materiales
® [rascos con tapa rosca, adaptables a la gradilla y al equipo de bafio Maria.
® Mechero de alcohol.

Medios de cultivo

Los medios de cultivo pueden ser preparados en un laboratorio regional a fin de
garantizar su calidad y esterilidad. Seran preparados de acuerdo con las instrucciones
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del productor. Por otro lado, el mercado ofrece medios de cultivo listos para usar que
se distribuyen en frascos, son de facil manipulacién, permiten ahorrar tiempo y optimizan
el analisis. En el mercado se pueden encontrar frascos con medios listos para usar,
como medio P-A para el analisis cualitativo presuntivo de coliformes totales. Para la
prueba confirmativa de coliformes totales, tubos con caldo verde brillante bilis 2%, y
para coliformes termotolerantes, caldo EC.

1.3 Procedimiento analitico con equipos de campo para la determinacion
de coliformes termotolerantes por la técnica de filtro de membrana
Medicién de campo

El procedimiento analitico es similar al que se sigue para la determinacién de
coliformes totales y termotolerantes por filtro de membrana en el laboratorio, con la
diferencia de que se efectda en un laboratorio portatil; es decir, en un equipo de campo.
En un equipo de campo la bomba de vacio es reemplazada por una bombilla de mano
0 una jeringa especial.

Aplicar el siguiente procedimiento (OMS, 1988):

1. Esterilizar el sistema de filtracion, lo cual debe repetirse entre la filtracion de una
y otra muestra, para lo cual se usarda un combustible —por ejemplo, metanol—.
En seguida, tapar el portafiltros con el vaso receptor y esperar 15 minutos. La
combustion incompleta del metanol producird formaldehido y esterilizara la
superficie interna del portafiltro.

2. Preparar las placas con caldo
selectivo. Abrir la placa petri estéril
y colocar una almohadilla o pad.
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3. Agregar 2 mililitros de caldo se-
lectivo.

4, Preparar el sistema de filtracion
segun indica la figura.

El portafiltros debe estar estéril y
frio.

5. Retirar la parte superior del porta-
filtros y, con una pinza flameada
y enfriada, colocar una membrana
filtrante estéril, con la cara cuadri-
culada volteada hacia arriba.
Cuidadosamente, colocar la mem-
brana sobre la parte superior y en
el centro del portafiltros.

Acoplar la parte superior del por-
tafiltros, cuidando de no dafiar la
membrana.
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6. Con el fin de controlar la esterili-
dad del equipo y del medio de cul-
tivo, el resultado de esta placa debe
ser negativo. Verter en el embudo
100 mililitros de agua destilada
estéril.

Filtrar el agua destilada, aplicar
vacio con una bombilla de mano
0 con una jeringa especial.

Evitar que se seque la membrana.

Seguir todo el procedimiento
como si se tratara de una muestra
(pasos del 8 al 13).

7. Homogeneizar la muestra. Agitar
un nimero no menor de 25 veces,
inclinando el frasco y formando
un angulo de 45° entre el brazo y
el antebrazo.

8. Verter 100 mililitros de la muestra
en el embudo. Observar las mat-
cas de graduacion que figuran en
el interior del embudo.

Filtrar la muestra. Aplicar vacio
con una bombilla de mano o con
una jeringa especial.

Lavar dos veces el embudo de
filtracién con agua de dilucion.
Aplicar vacfo. Evitar que se seque
la membrana.




10.

11.
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Separar la parte superior del por-
tafiltros y, con una pinza previa-
mente flameada en sus extremos,
retirar la membrana cuidando de
que la pinza toque apenas la parte
periférica, fuera del area de filtra-
cion.

Pasar la membrana a la placa de
petri, donde previamente se han
incorporado una almohadilla y el
medio de cultivo. Invertir la placa
e incubar. En general, la incubacion
en los equipos de campo acondi-
cionados para coliformes totales
se hace a 35,5 °C y para colifor-
mes termotolerantes y . coli, a
445 °C.

Verificar si se formaron bolsas de
aire entre la membrana y el medio
de cultivo. Si esto ocurre, levantar
uno de los bordes de la membra-
na con una pinza estéril y, hacien-
do movimientos circulares, desli-
zar la membrana con la finalidad
de eliminar dichas bolsas, pues
ellas impiden el contacto de las
bacterias con el medio del cultivo,
lo que dificulta o evita su creci-
miento.

111
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12, Tapar la placa de petri y colocarla
en forma invertida; es decir, la

tapa hacia abajo y la parte superior
en la base de la placa (la que
contiene el pad y la membrana).

13. Incubar durante 24 horas en la
incubadora del equipo portatil.

L ectura

® [a identificacién de las colonias se hace de forma visual y sus caracteristicas
dependen de los medios de cultivo y de los indicadores utilizados en el analisis.

® Después de la incubacion, seleccionar las placas con filtros de membrana que
presenten entre 20 y 60 colonias tipicas de coliformes termotolerantes.

® En el medio m-FC o agar m-FC, las colonias de coliformes termotolerantes se
presentan de color azul. En los medios caldo m-lauril sulfato y m-enriquecido
Teepol las colonias son de color amatrillo.
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1.4 Procedimiento analitico con equipos de campo para la determinacion
de coliformes termotolerantes por la técnica de NMP por tubos
muiltiples. Medicién de campo

El procedimiento analitico es similar al del Numero Mas Probable por tubos
multiples para la determinacién de coliformes totales y termotolerantes, con la diferencia
de que se efectiia en un laboratorio portatil; es decir, en un equipo de campo. Deben
tomarse todas las precauciones para trabajar en condiciones asépticas. Los tubos de
prueba deben tener una tapa segura, y la incubadora, una temperatura estable. Este
método se recomienda para fuentes de agua de origen superficial. La lectura e
interpretacion de resultados es idéntica al procedimiento de laboratorio.

1.5 Procedimiento analitico con equipos de campo para la determinacion
de coliformes termotolerantes por la técnica de presencia-ausencia
Medicién de campo

El procedimiento analitico es similar al descrito en la subseccién referida al
procedimiento de laboratorio del método de presencia-ausencia para el analisis cualitativo
de coliformes totales, termotolerantes y E. o/, con la diferencia de que se efectia en un
laboratorio portatil; es decir, en un equipo de campo. Deben tomarse todas las precauciones
para trabajar en condiciones asépticas. Los frascos de prueba deben tener una tapa segura,
y la incubadora, una temperatura estable. Este método se recomienda para aguas de
consumo humano. La lectura e interpretacioén de resultados es idéntica al procedimiento
de laboratorio descrito en el apartado correspondiente al método presencia-ausencia.

2.  DETERMINACION DE PARAMETROS FISICOQUIMICOS
BASICOS. CLORO RESIDUAL, pH Y TURBIEDAD

2.1 Introduccién

El monitoreo de los tres aspectos fisicoquimicos fundamentales que tienen
importancia en un programa basico de vigilancia de la calidad del agua de consumo
humano son el cloro residual, el pH y la turbiedad. Estos tres aspectos se consideran
claves porque estin directamente relacionados con la desinfeccion, y los dos ultimos,
con el mantenimiento del nivel de cloro libre residual en el agua y, por lo tanto, con la
posibilidad de transmisién de agentes patégenos.

Estos tres parametros se caracterizan por ser muy inestables y, por ese motivo, se
recomienda su analisis en el campo o en un laboratorio, pero en el lapso requerido para
cada parametro, que en promedio son dos horas después de efectuado el muestreo.
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En las zonas rurales, donde no es facil acceder a un laboratorio, con mayor razén
se recomienda su determinacion en el campo. La tecnologfa ofrece un sinniimero de mo-
delos de instrumentos para esta medicién. Lo importante es seleccionar un modelo que se
ajuste al rango esperado y que el técnico cuente con los accesorios necesarios para su
calibracion. También se requiere un mantenimiento continuo de los instrumentos de campo.

2.2 Mediciones de campo
2.2.1 Determinacion del cloro libre residual

En las zonas rurales y en otros lugares que no permitan un acceso facil a un
laboratorio, la determinacion del cloro libre residual puede efectuarse con un comparador
visual comercial con el cual se emplea un procedimiento sencillo, que es una versién
simplificada del método de laboratorio para la determinacion de cloro residual. Los
reactivos que permiten hacer esta comparacion visual son la N,N-dietil-p-fenilendiamina
(DPD) y la ortotolidina (OT). Ambas técnicas son sumamente sencillas y siguen un
procedimiento similar.

Método colorimétrico con DPD
En el método colorimétrico con DPD, la intensidad del color del indicador se

compara en forma visual con una escala de estandares. El cloro libre residual reacciona
directamente con el DPD y forma un compuesto de color rojo (OMS, 1988).

Procedimiento de la técnica del comparador visnal para la medicion del cloro libre residual

1. Enjuague tres veces una de las
celdas del comparador y luego
llénela con la muestra de agua
hasta la sefal.
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Coloque la celda en el portaceldas
del comparador, que estd alineado
con los patrones coloreados (z en
el grafico).

Enjuague la segunda celda y llénela
con la misma agua.

Anada el reactivo o pastilla en la
segunda celda, segin las instruc-
ciones del fabricante.
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5. Agite la celda (durante no mas de
3-5 segundos) para mezclar el

//- reactivo.

. 6. Coloque la celda en el compa-
B rador.
7. Manteniendo el comparador de

frente ala luz natural, gire el disco
hasta que el color de 4 sea el mis-
mo que el de a. Lea en ¢ el valor
de cloro libre residual en mg/L.
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Presentacion de resultados

Los resultados de cloro libre residual se expresan en mg/L.

M¢étodo colorimétrico con ortotolidina (OT)

En los ultimos afios, se ha recomendado el método de la DPD antes que el de la
OT, por considerarse que este ultimo compuesto es cancerigeno. Este argumento no
parece muy consistente, ya que, por un lado, muchos de los compuestos organicos que
se utilizan en los laboratorios tienen un efecto carcinogénico potencial igual o mayor
que el de la OT y no por ello dejan de utilizarse. Por otro lado, en todo el mundo y sin
restricciones, en ferreterfas o supermercados se vende la ortotolidina para analizar el
cloro residual en piscinas de natacion. Esto ultimo lo hace especialmente importante
por la economia de uso y por la facilidad de su obtencion.

El método a nivel de campo provee informaciéon rapida y econdémica sobre la
presencia de cloro residual, pero no es tan preciso como la técnica de laboratorio
conocida como ortotolidina-arsenito (OTA), la que permite distinguir entre cloro libre,
combinado, y discrimina entre la presencia de cloro y las interferencias. El método
colorimétrico con ortotolidina es 1til para la determinacion del cloro residual total.

Para la determinacion de cloro residual con instrumentos de campo por el método
de la OT, es posible seguir un procedimiento similar al método colorimétrico de campo
con DPD, antes descrito, para lo cual se requiere el reactivo de OT y un comparador de
cloro con una escala de colores que se ajusta a la reaccion del cloro residual con la OT.
Por otro lado, en el campo también se puede realizar la prueba de OT con tubos
Nessler, método que representa un bajo costo.

El cloro residual reacciona directamente con la ortotolidina y forma un
compuesto de color amarillo (OPS, 1978). En el método colorimétrico con OT la
intensidad del color del indicador se compara en forma visual con una escala de estandares
o patrones de color (que figuran en el cuadro 5.6). La intensidad del color que desarrolla
el compuesto es proporcional a la concentracion del cloro.

Preparacion del reactivo de ortotolidina

Disolver 135 gramos de ortotolidina dihidrocloruro en 500 mililitros de agua
destilada. Afiadir esta solucion (agitando constantemente) a una mezcla de 350 mililitros
de agua destilada y 150 mililitros de HCl concentrado. No se recomienda el uso de OT
base en la preparacion de este reactivo.
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Una vez preparado el reactivo, es necesario protegetlo de la accién de la luz,

guardarlo en un frasco ambar o en la oscuridad, a la temperatura de la habitacién, y

almacenarlo un maximo de seis meses. Se debe manejar la OT con extremo cuidado,

nunca pipetearla con la boca y evitar inhalarla o exponer la piel a ella.

Procedimiento del meétodo colorimétrico de campo con ortotolidina usando tubos Nessler

(OPS, 1978)

Cloro residnal (mg/1.) =

Preparacion de los patrones de color (que figuran en el cap. 5, seccion 3.2).

Con una pipeta con bombilla de seguridad, verter 5 mililitros del reactivo de OT
en un tubo Nessler de 100 mililitros.

Agregar 95 mililitros de agua destilada y llenar el tubo hasta el aforo de 100
mililitros. Mezclar bien.

Con una pipeta o gotero, agregar el agua de la muestra gota a gota. Tapar el tubo
con un tapén limpio de caucho. Mezclar cuidadosamente el contenido después

de cada adicion.

Continuar agregando la muestra gota a gota hasta que se produzca el color
amatillo.

Comparar con los patrones de color.

Registrar el nimero total de gotas de reactivo de OT utilizadas y el correspondiente
valor del cloro (lectura final).

Calcular el cloro residual mediante la siguiente férmula:

Valor del cloro (lectura final) x 1.900

Niimero total de gotas consumidas

Presentacion de resultados

Los resultados de cloro residual se expresan en mg/L.
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2.2.2 Determinacion del pH
Método electrométrico

Introduccion. 1os valores de pH miden la intensidad de la acidez y alcalinidad del
agua. La escala del pH de las aguas naturales esta entre 6,0 y 8,5. Si un agua tiene pH 7,
esta en el punto medio de la escala y se considera que es un agua con pH neutro. El
valor del pH tiene importancia en los procesos de tratamiento como la cloracion, la
coagulacion, el ablandamiento y el control de corrosion.

Comercialmente, se expenden instrumentos de campo que proporcionan sistemas
de analisis que permiten la medicién de pH in situ en forma facil y rapida. Su funcio-
namiento tiene los mismos principios que el método potenciométrico usado en el
laboratotio.

Los instrumentos de campo son de facil calibraciéon y cuentan con un sistema de
autocalibracién automatica para los buffers y para la temperatura, y una precision de
+ 0,05 unidades de pH.

Procedimiento. Antes de proceder al analisis, verificar las condiciones del equipo
porque pueden producirse errores de medicién por una baterfa baja o por electrodos
deteriorados o con restos de materiales aceitosos, grasos o precipitados.

Calibracion del equipo de campo. Colocar la solucién amortiguadora en un vaso
de precipitado y calibrar ajustando el pH al de las soluciones amortiguadoras patrén;
primero la de pH 7 y después 4y 9.

Analisis de la muestra

® Después de calibrar el equipo, enjuagar inmediatamente el electrodo de medicién
de pH con agua destilada y secarlo con un papel suave.

® Colocar la muestra en un vaso de precipitado e introducir el electrodo de tal
manera que su area sensible esté completamente sumergida en la muestra.

® Agitar suavemente la muestra.
® [Esperar hasta que en el medidor se presente una lectura estable.
® Anotar la lectura.

® Después de medir el pH de la muestra, lavar el electrodo con agua destilada, secarlo
con papel suave y guardarlo en el estuche de proteccioén hasta su préximo uso.
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Presentacion de los resultados

Los resultados se expresan en unidades de pH y un valor de hasta un decimal. Se
debe reportar la temperatura a la que se efectuaron las mediciones.

2.2.3 Determinacion de la turbiedad

La turbiedad del agua se origina en la presencia de particulas insolubles de arcilla,
limo, materia mineral, particulas organicas de diferente origen, plancton y otros organismos
microscépicos que impiden el paso de la luz a través del agua. Una turbiedad mayor de
5 UNT es perceptible para el consumidor.

Comercialmente, se expenden instrumentos de campo que proporcionan sistemas
de analisis que permiten una medicién facil y rapida. Su funcionamiento tiene los mismos
principios que el método nefelométrico usado en el laboratorio. En el mercado se
expenden turbidimetros de campo que miden la turbiedad en el rango de 0,1 a 400
UNT con una precisiéon de = 5% 6 + 0,1 UNT.

La medicién de la turbiedad en el campo se efectda con un instrumento portatil.
Se recomienda uno con escalas de 0 a 5 UNT para agua de consumo humano y hasta
100 UNT para aguas sin tratamiento, en especial en fuentes de agua de origen superficial.
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Los instrumentos de campo son de facil calibracién y se calibran con estandares
estabilizados de formazina.

Procedimiento

En términos generales, el procedimiento de campo para medir la turbiedad es el
siguiente:

1. Colocar 5 mililitros de muestra en
la celda y tapar la celda.

2. Secar la celda con un papel toalla.
Insertar la celda en el instrumento.

Presionar el botén de lectura y leer
inmediatamente.

La lectura final se expresa en

UNT.

Presentacion de resultados

Los resultados se expresan en UNT.
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APENDICE A

Preparacion de soluciones y medios de cultivo

A.1 Agua de dilucién

Férmula:
SOIUCION STOCR A oo 1,25 mL
SOIUCION SZOCR B .ot 5,00 mL
Agua destilada ..o, 1.000 mlL.

El pH final después de la esterilizacién debe ser de 7,2 £ 0,1.
Preparacion de la solucion stock A

Fosfato monopotasico (KH, POy) p. a. e 34 ¢
Agua destilada ..o, 1.000 mL

Disolver el fosfato monopotasico en 500 mL de agua destilada, ajustar a pH
para 7,2 £ 0,1 con solucién de hidréxido de sodio 1 N y completar el volumen a 1.000
mL de agua destilada. Distribuir volimenes que sean adecuados a las necesidades de
uso de laboratorio en frascos con tapa rosca. Esterilizar por autoclavado a 121 °C
durante 15 minutos. Almacenar en refrigeracion.

Preparacion de la solucion stock B

Cloruro de magnesio Mg CL,.6 HyO ..o, 8l,1g
Agua destilada ..o 1.000 mL

Disolver el cloruro de magnesio en 500 mL de agua destilada y completar el
volumen a 1.000 mL. Distribuir volimenes que sean adecuados a las necesidades de
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uso del laboratorio en frascos con tapa rosca. Esterilizar por autoclavado a 121 °C
durante 15 minutos. Rotular y almacenar en refrigeracion.

Antes de utilizar la solucion stock A, se debera verificar la ausencia de cualquier
contaminacién microbiana (turbiedad, presencia de material en suspensiéon). En caso
afirmativo, la soluciéon debera descartarse.

Preparacion del agna de dilucion

Adicionar 1,25 mililitros de solucién stock A y 5 mililitros de solucion stock B a
un litro de agua destilada. Distribuir en frascos de dilucién cantidades adecuadas que
aseguren 90 £ 2 mL, después de autoclavar durante 15 minutos a 121 °C.

A.2 Caldo lauril triptosa o lauril sulfato de sodio

Férmula (concentracion simple)

THIPLOSA cevveveriiirievctctt e 200 ¢g
TLACEOSA ettt 50¢g
Fosfato de hidrégeno dipotasio (KyHPOy).....cvvvvviininnene 275 ¢
Fosfato dihidrégeno potasio (IKH,POy) ..o, 275 ¢
Cloruro de sodio (NACl) ....cccvvevviiiiiiiiiiiiiiiiciicice 50¢g
TLauril sulfato de SOdIO c.cvvveeeeiririeiree e 0,1g
Agua destilada ..o 1.000 mL

Férmula (concentracion doble)

THIPLOSA cevveveriiici ettt 40,0 g
TLACEOSA ettt 10,0 g
Fosfato de hidrégeno dipotasio (KyHPOy)....ccvvviiecininnnnes 55¢g
Fosfato dihidrogeno potasio (IKH,POy) . 55¢
Cloruro de sodio (NACl) ....cccvveiviciiiiiviiiiiiiiciiciice 10,0 g
Lauril sulfato de SOdIO c.cvivveiiririeeieee e 02¢g
Agua destilada ..o 1.000 mL

Preparacion del medio

Anadir los ingredientes deshidratados al agua destilada, mezclar cuidadosamente
y disolver calentando. El pH final después de la esterilizacién debe ser 6,8  0,2.

Antes de esterilizar, dispensar 10 mililitros en tubos de fermentacién con un
tubo Durham invertido. Tapar los tubos con tapones de metal, plastico resistente al
calor o tapones de algodén. Autoclavar por 15 minutos a 121 °C.
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A.3 Caldo verde brillante lactosa bilis 2%

Formula
Peptona ... 10,0 g
TLACEOSA vttt 10,0 g
OX@all.oiiiiiiiiii 200 ¢g
Verde BAlANTE ..cviveeieiirieiecerieiee e e 0,0133 g
Agua destilada ..o 1.000 mL

Preparacion del medio

Anadir los ingredientes deshidratados al agua destilada, mezclar cuidadosamente
y disolver calentando. El pH final después de la esterilizacién debe ser 7,2 + 0,2.

Antes de esterilizar, dispensar en tubos de fermentacion con un tubo Durham
invertido, en cantidad suficiente como para cubrir el tubo después de la esterilizacion.
Tapar los tubos con tapones de metal, plastico resistente al calor o tapones de algodoén.

Autoclavar por 15 minutos a 121 °C.

A.4 Caldo EC

Formula
TrIPtosa O tPHCASA covuvvevveveeicrciete e 200 g
TLACEOSA vttt 50¢g
Mezcla de sales biliares o sales biliares N.° 3 ......ccocevirinee. 15¢g
Fosfato de hidrégeno dipotasio (KyHPOy) ....ccvvvcvieciinnnes 40¢g
Fosfato dihidrégeno potasio (IKH,POy) .. 15¢g
Cloruro de sodio (INaCl) .....ccccvviiiiiiiniiiiiciiciccienes 50¢g
Agua destilada ..o 1.000 mL

Preparaciin del medio

Anadir los ingredientes deshidratados al agua destilada, mezclar cuidadosamente
y disolver calentando. El pH final después de la esterilizacién debe ser 6,9 + 0,2.

Antes de esterilizar, dispensar en tubos de fermentacion con un tubo Durham
invertido, en cantidad suficiente como para cubrir el tubo después de la esterilizacion.

Tapar los tubos con tapones de metal, plastico resistente al calor o tapones de algodoén.

Autoclavar por 15 minutos a 121 °C.
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A.5 Agar Endo LES

Formula

Extracto de 1evaduta.....c.cceeeeieeeeeicicicececececeeeeeeeeeeene
Casitona O trPHCASA ...vvviecviirciicriiiie s
Tiopeptona O tOLONA ....ccviuvririiiiisiiiciee s
THIPLOSA cevveveriiiii ettt e
JLACEOSA ettt ettt
Fosfato de hidrégeno dipotasio (KyHPOy) ...
Fosfato dihidrogeno potasio (IKH,POy) .o
Cloruro de sodio (NAC) ..o
Desoxicolato de SOAIO ...
Lautil sulfato $€ SOAIO cvivivvivvicricricrecrececeeeeeceeeee e
Sulfito de sodio (NaySO3) o

FucSINa DASICA cevviviiiieiieeeeteceeeeeeeeee ettt

Preparacion del medio

Disolver el medio deshidratado en los 1.000 mililitros de agua destilada, que
deben contener 20 mililitros de etanol al 95%. El pH del medio debe estar entre
7,2 £ 0,2. Calentar cerca de la ebullicién para disolver el agar. Luego enfriarlo hasta
aproximadamente 45 °C y colocar en porciones de 5 a 7 mililitros en placas de petri de
60 x 15 milimetros de vidrio o plastico estériles. Las placas preparadas no deben
exponerse a la luz directa y deben ser conservadas en oscuridad a 2-10 °C hasta dos

semanas.

Este medio no debe esterilizarse al autoclave.
A.6 Medio m-Endo (agar)

Formula

Triptosa O POLIPEPLONA ....vuvieiiiiiiiiiciicsne
Tiopeptona O tOLONA ....ccvvuvririiiiisiiiiciee s
Casitona O trPHCASA ...vevieciieciiiciiiii s
Extracto de levadura ...
LACtOSA ..
Fosfato de hidrégeno dipotasio (KyHPOy) ...
Fosfato dihidrégeno potasio (IKH,POy) ..

150 g

20 mL

10,0 g
50¢g
50¢g
15¢g

125 ¢

4375 ¢
1,375 g
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Cloruro de sodio (INaCl) .....ccccvvviiiniciniiiniciiciiccicines 50¢g
Desoxicolato de SOAIO .cuvuriiniririeirrieieirreeee e 0,1g
Lauril sulfato S€ SOAIO .ovvvveeeeririeieirerieieerreeeee e 0,05¢g
Sulfito de sodio (NaySO3) i 21g
Fucsina DASICA ..vcuvieieeiiieieiccirieiceeeic e 1,05 ¢
AAT i 150 ¢
Agua destilada ... 1.000 ml.
FAanol 95%0 ..ot 20 ml.

Preparaciin del medio

Disolver el medio deshidratado en los 1.000 mililitros de agua destilada que
contengan 20 mililitros de etanol al 95%. El pH del medio debe estar entre 7,2 £ 0,2.
Calentar cerca de la ebullicién para disolver el agar. Luego enfriarlo hasta aproxima-
damente 45 °C y colocar en porciones de 5 a 7 mililitros en placas de petri de 50 X 12
milimetros de vidrio o plastico estériles. Las placas preparadas no deben exponerse a la
luz directa y deben ser conservadas en oscuridad a 2 -10 °C hasta 2 semanas.

Este medio no debe esterilizarse al autoclave.

Si se utiliza el caldo m-Endo, preparar de la misma manera descrita arriba
(omitiendo el agar) y dispensando por lo menos 2 mililitros sobre las almohadillas en
las placas de petri estériles.

A.7 Medio m-FC (agar)

Formula
THIPtOSa O BIOSALE ... 10,00 g
Proteosa peptona n.° 3 o polipeptona ........ccevecvviecrnincnnes 50¢g
Extracto de levadufa ......ccccevvieeienveeninneceee e 30¢g
Cloruro de sodio (INaCl) .....ccoceuviiinininiciniciiiciicccines 50¢g
TLACEOSA vt 125¢
Sales biliares n.° 3 0 mezcla de sales biliates ........ccoceeveenennee 15¢g
AZUl ANIIN2A . 0,1¢g
AAT i 150 ¢
Agua destilada ..o 1.000 ml.

Preparacion del medio

Rehidratar el medio con 1.000 mililitros de agua destilada que contenga 10 mililitros
de acido rosdlico al 1% en NaOH al 0,2 N. (En la mayorfa de muestras se puede utilizar



132 MANUAL PARA ANALISIS BASICOS DE CALIDAD DEL AGUA DE BEBIDA

el medio sin acido rosdlico, ya que basicamente evita interferencias debidas al crecimiento
de fondo, que normalmente se pueden presentar en cursos de agua producto de lluvia
luego de un periodo largo de sequia.) Calentar hasta casi llegar a la ebullicion, retirar
rapidamente del calor y enfriar a aproximadamente 45 °C. (No esterilizar al autoclave.)
Distribuir entre 5 y 7 mililitros en las placas de petri de 50 X 12 milimetros estériles. Si se
utiliza el caldo m-FC, preparar de la manera descrita arriba (omitiendo el agar) y dispensar
por lo menos 2 mililitros sobre las almohadillas en las placas de petri estériles. El pH
final del medio es de 7,4. Conservar el medio preparado a 2-10 °C hasta por 2 semanas.

La solucién de acido rosoélico se mantiene en la oscuridad entre 2y 10 °C y se
debe eliminar a las dos semanas o antes si el color rojo oscuro cambia a pardo sucio.

A.8 Agar m-7 horas FC

Formula
Proteosa peptona n.° 3 6 polipeptona .........ccccecvierviininee. 50¢g
Extracto de 1evaduta ....ooceeeeieiecenirieeieneeeseeeeeee 30¢g
TLACEOSA ettt 10,0 g
A-IMANTEOL ottt 50¢g
Cloruro de sodio (NACl) ..o 50¢g
TLauril sulfato de SOdIO c.ciieireiririeieeeee e 02¢g
Desoxicolato de SOAIO .cuirririririeiiireeirieeeeee e 0,1g
Parpura de bromocresol........ccvviiiiniiciniciniciicice, 035¢
R0jO fNO0] ..o 03¢
AGAL oo 150 ¢
Agua destilada ..o 1.000 ml.

Preparacion del medio

Disolver los ingredientes en el agua destilada en un bafio de agua hirviendo. Una
vez disueltos, calentarlos otros 5 minutos. Enfriar hasta 55-60 °C y ajustar el pHa 7,3
0,1 con NaOH 0,1 N. Enfriar hasta unos 45 °C y distribuir en porciones de 4 a 5
mililitros en placas de petri de 50 X 12 milimetros con tapas que ajusten bien. Almacenar
a temperatura de 2 a 10 °C por no mas de 30 dias.

A.9 Medio presencia-ausencia
Formula (concentracion simple)

Caldo 12CtOSAAO weeeeeeiiiieieerieee e 13,0 g
Caldo 1aufil triptoSa ...cvceceeieicrere s 175¢g
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Purpura de bromoctesol ... 0,0085 g
Agua destilada ..o 1.000 mL

Férmula (concentracion triple)

Caldo 12CtOSAO c.veuiuieiieiiiieieeeeec e 390¢g
Caldo laufil trPtosa .....ccvevivciiiciiiciicicaes 525¢g
Purpura de bromoctesol ... 0,0225 ¢
Agua destilada ..o 1.000 ml.

Preparaciin del medio

Disolver los ingredientes de los medios uno tras otro en el agua destilada sin
calentar pero en agitacién constante. La férmula del caldo lactosado y del caldo lauril
triptosa se han descrito antes. El reactivo purpura de bromocresol se disuelve en 10
mililitros de NaOH 0,1 Ny se afiade al medio. Si se van a estudiar 100 mililitros de
muestra, entonces el medio debe ser preparado a triple concentracién. Se vierten 50
mililitros del medio en frascos de 250 mililitros con tapa rosca. No es necesario introducir
tubo invertido para la fermentacion. Autoclavar el frasco con el medio a 121 °C por 12
minutos.






APENDICE B

Formularios de toma de muestras
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B.1 Cadena de custodia

N.° de encuesta Muestreadores: nombres y firma

Puntos de muestreo Fecha Hora | Tipode muestra N.° de Analisis
envase | requerido

Punto de Entregado por: Recibido por: Fechay hora
cadena de

custodia Nombresy firma | Nombresy firma

Entregado al Fechay hora Recibido en Fechay hora
laboratorio por: laboratorio por:

Nombres y firma Nombres y firma

Nota: este formato es una propuesta para ser usada en el caso de que se requiera enviar la muestra a un

laboratorio para su analisis.
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B.2 Formulario para toma de muestras de agua y evaluacion de la
calidad del servicio para un programa de vigilancia de la calidad
del agua de nivel basico

1 Ubicacién Cdédigo
Localidad Distrito
Provincia Departamento

2. Muestras

2.1 Red de distribucion

Horade | Cloro Numero de muestra?

Viviend Direccion | Nombre del i
fvienda freccion | ombre del usuario muestreo | residual | pH/turbiedad | Coliformes

| |||~

a Anilisis realizado por el laboratotio periférico.

2.2 Componentes

Horade Cloro Nuamero de muestraP

muestra | residual pH/turbiedad | Coliformes

N° | ‘Tipo?

a  Captacidn, reservorio, cimara reductora de presion, etcétera.

b Anilisis de pH, turbiedad y coliformes realizado por el laboratorio periférico.

Fecha:

Muestreador: Firma:

Fuente: Rojas, R. (2002). Elementos de vigilancia y control. Guia para la vigilancia y control de la calidad del
agna para consuno humano. Lima, CEPIS/OPS.

Nota: este formato es una propuesta para la toma de muestras en un programa de nivel bésico en lugares
que cuenten con planta de tratamiento y sistema de distribucién de agua. A continuacién se presenta una
guia para llenar el mencionado formato.
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Guia para llenar el formulario B.2

1. Ubicacién

Cédigo:

Colocar el nimero asignado por el 6rgano de vigilancia a la
comunidad, anexo, sectot.

Comunidad: Indicar el nombre de la comunidad.
Anexo/sector: Sefialar si se trata de un anexo o de un sectot.

Distrito: Indicar el distrito al cual pertenece el anexo o sector.
Provincia: Sefalar la provincia donde se ubica el distrito.
2. Muestras
2.1 Red de distribucion

® Para cada una de las viviendas, se llenaran los recuadros correspondientes
con los datos solicitados: direccién de la vivienda y nombre del entrevistado.

® Hora de muestreo.

® (loro residual: Se anotara la concentracidon del cloro residual encontrado
en el agua de la vivienda evaluada.

® Numero de muestras: En el casillero se anotara el nimero de la muestra y
del frasco que la contiene y que sera enviado al laboratorio periférico para
su analisis.

2.2  Componentes

® Tipo: Colocar en el recuadro el nombre de la estructura en la que se ha
tomado la muestra de agua: captacion, camara reductora de presion,
etcétera.

® Hora de muestreo: Indicar la hora de toma de la muestra.

® (loro residual: Se anotara la concentracidon del cloro residual encontrado
en el agua del componente evaluado.

® Numero de muestra: En el casillero se anotara el nimero de la muestra y

del frasco que la contiene y que sera enviado al laboratorio periférico o al
laboratorio central para su analisis, si fuera el caso.

Consignar la fecha y el nombre del encuestador con su respectiva firma.

Fuente: Rojas, R. 2002. Elementos de vigilancia y control. Guia para la vigilancia y control de la calidad del
agna para consunmo humano. Lima, CEPIS/OPS.





