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CONTROL BACTERIOLÓGICO DE AGUAS

INTRODUCCION

   La inmensa mayoría de las enfermedades de vehiculización hídrica pueden ser prevenidas asegurando una adecuada calidad del agua de consumo e higiene humana.

  Se ha calculado que más del 80% de todas las enfermedades en el mundo están relacionadas con el consumo de agua no potable o de mala calidad, y millones de niños fallecen anualmente en los países en desarrollo como consecuencia de enfermedades diarreicas, siendo la causa principal de las infecciones generadas por bacterias, virus y parásitos  presentes en el agua de consumo.

  La disponibilidad inmediata de agua potable hace posible crear un medio higiénico que evita o limita la propagación  de muchas enfermedades del hombre y los animales. Estas enfermedades son el resultado de la pobreza, la desnutrición y de un saneamiento ambiental deficiente, particularmente de inadecuados sistemas de abastecimiento de aguas y disposición de excretas.

  Un suministro adecuado de agua para el baño, el lavado de ropas y utensillos de cocina para la preparación de alimentos y otros propósitos higiénicos pueden tener efectos significativos sobre las enfermedades de los ojos, la piel y las toxoinfecciones alimentarias.

 Como parte del conjunto de controles a que es sometida el agua, el análisis bacteriológico es el que evidencia rápidamente cualquier contaminación que podría generar un problema sanitario en la población. Este se debe hacer en forma rápida y precisa para detectar presencia de microorganismos indicadores  de mala  calidad sanitaria del agua que será utilizada y adoptar las medidas necesarias para corregir las deficiencias.

MUESTREO: Toma de muestra, almacenamiento y transporte.
          Es  importante realizar un correcto  procedimiento  para que las muestras que se tomen sean representativas del agua que habrá de examinarse. El objetivo es evitar que se produzca una contaminación accidental, promover que se seleccionen los puntos de muestreo adecuados, y que cada muestra  se conserve y transporte de manera apropiada para evitar el deterioro estructural o metabólico de los microorganismos indicadores. Todo esto se requiere para evitar el riesgo de no ponerlos en evidencia y obtener resultados erróneos (por ejemplo, bacterias en condiciones anómalas)

  Las muestras deberán tener un rótulo que indique lugar, fecha y hora de muestreo, naturaleza del agua y cualquier otra información pertinente. Se enviarán al laboratorio sin demora para su análisis.

Envases para muestras: el volumen de la muestra y del frasco dependerá de los análisis que se van a efectuar; no obstante, debe tenerse presente que 200 ml serán suficientes cuando se realizan exámenes de rutina.

Cuándo se efectúen inspecciones especiales, es posible que se requieran frascos de mayor volumen.

Las muestras se recogerán en botellas cuidadosamente lavadas, enjuagadas con agua destilada y esterilizadas. También pueden usarse envases plásticos o de polipropileno esterilizados.

Neutralización de desinfectantes:  si el agua que será analizada contiene cloro, cloramina, dióxido de cloro u ozono es necesario añadir un agente reductor en los envases de muestreo.

El tiosulfato de sodio (Na2S2O3) es un buen agente neutralizante del cloro que actúa sobre los residuos halógenos e impide el mantenimiento de la acción bactericida durante el transporte de la muestra. Esto nos indicará en forma más exacta el verdadero contenido microbiano del agua en el momento de realizarse la toma.

Concentración: 

· Para una botella de 120 ml, agregar 0,1 ml de una solución al 10% de tiosulfato de sodio. Esto neutralizará  alrededor de 15 mg/l de cloro residual.

La solución neutralizante se agregará a las botellas de toma de muestra antes de esterilizarlas.

En caso de muestras con alta concentración de cloro, por desinfección de urgencia, añadir suficiente agente neutralizante del cloro  para alcanzar una concentración de 100 mg/l en la muestra.

Neutralización de metales pesados: las muestras de agua con alto contenido en cobre o zinc y las muestras de aguas residuales con alto contenido en metales pesados se recogerán en botellas que contengan un agente quelante que reduzca la toxicidad del metal. Esto es realmente importante cuando el transporte de las muestras va a durar  4 horas o más.

Se utilizará 372 mg/l de la sal disódica del ácido etilendiaminotetracético  (EDTA). Previamente  se ajustará el pH de la solución de EDTA a 6,5 y se añadirá a la botella de toma de muestra antes de esterilizarla.

Concentración:

· Para una botella de 120 ml se agregará 0,3 ml de una solución al 15% de EDTA. 

Toma de muestras

Al hacer la toma de muestra se dejará un amplio espacio aéreo en la botella (al menos 2,5 cm) para facilitar la mezcla por agitación antes del estudio.

Las botellas que  vayan a utilizarse para la toma se mantendrán cerradas hasta el momento de llenarlas. Se secarán los tapones, se llenarán los envases y se taparán inmediatamente.

Agua de red:

Se tomará una muestra de un grifo  de una red de distribución. Se elegirá un grifo al que llegue el agua por una tubería conectada directamente con la principal o procedente de una cisterna o depósito de almacenamiento.

Se abrirá  completamente el grifo y se dejará correr el agua durante 2 ó 3 minutos, de manera que se limpie la tubería. Si la limpieza del grifo es dudosa se deberá aplicar al mismo una solución de hipoclorito de sodio (100 mg/l) o flamearlo  antes de tomar la muestra, y dejar correr el agua 2 ó 3 minutos. 

No se utilizarán grifos que tengan fugas entre el tambor y el cuello, tampoco  aquellos que presenten algún aditamento externo como boquillas o filtros de caucho o plástico, ya que contaminarán las muestras.

Agua de pozo:

Si la muestra es de bomba de mano, se deberá bombear alrededor de 5 minutos antes de proceder a la recolección. Si el pozo está equipado con una bomba mecánica, se hará la toma en un grifo de descarga.

En caso de que no exista sistema de bombeo, se hará la toma directamente del pozo utilizando una botella esterilizada con lastre.

Agua sin tratar, directamente de una fuente:

Cuando se hagan muestreos directos de ríos, corrientes, arroyos, lagos, reservorios, manantial, vertiente o pozo poco profundo, se obtendrán muestras representativas del agua que llegará a los consumidores. No es conveniente tomar muestras demasiado próximas a la orilla o muy distantes del punto de extracción, ni a una profundidad  superior o inferior a dicho punto. Deberán evitarse los lugares donde el agua esté estancada.

La muestra se tomará sumergiendo el frasco en el agua con el cuello hacia abajo a una profundidad de 15-30 cm para evitar desechos flotantes. Después deberá enderezarse el frasco colocando el cuello hacia arriba y con la boca apuntando hacia la corriente. Cuándo no haya corriente la botella se empujará  a través del agua.

Si las muestras son de profundidad, se utilizarán frascos o jarras con lastre para facilitar su inmersión.

Toma de muestras en las plantas de tratamiento:
Dado que serán frecuentes las veces que habrá que tomar muestras en las plantas de tratamiento, deberán instalarse grifos para ese fin a lo largo de las instalaciones, de manera que las diferentes etapas de todo el sistema puedan vigilarse y controlarse. Las tuberías conectadas a esos grifos deberán ser cortas.

Las tuberías que conducen agua cruda o parcialmente tratada, se limpiarán regularmente a fin de remover los lodos y depósitos.

Cuando sea necesario realizar controles del sistema de abastecimiento público, deberán tomarse muestras de grifos apropiados que suministren agua directamente de las tuberías de la  red. Si esto no fuera posible, se pueden tomar de los hidrantes para incendios. Es muy importante purgar y desinfectar dichas tomas antes de proceder al muestreo.

Agua de playas:

La localización de la toma de muestra en las zonas recreativas debe reflejar la calidad  del agua en su totalidad. Se incluirán puntos en las zonas periféricas situadas aguas arriba y lugares adyacentes a desagües o perfiles naturales que puedan constituir arrastres de aguas torrenciales o sépticas

En zonas de baño se tomarán muestras  a una profundidad uniforme de 1 metro.

Se debe tener en cuenta la posibilidad de tomar muestras de sedimentos de la zona de contacto agua-playa, dada la exposición de los niños pequeños al borde del agua. Se tomarán muestras con la marea alta, baja y media.

La frecuencia de las tomas se establecerá en relación directa  con el periodo de máxima afluencia de bañistas, que en general coincide con las primeras horas de la tarde.

Lo conveniente es hacer tomas diarias durante la temporada oficial de baños, como mínimo se harán viernes, sábado, domingo y días festivos. 

Si se limita las tomas a días de mayor uso recreativo, será de preferencia por la mañana y primeras horas de la tarde.

Los datos bacteriológicos obtenidos se pondrán en relación con los niveles de turbidez o lluvia caída para hacer rápidas valoraciones de los cambios en la calidad del agua.

Sedimentos y lodos:

Es importante conocer el estado bacteriológico  de los sedimentos del fondo de los pantanos para abastecimiento de agua, así como de  lagos, ríos y costas, y de las aguas con explotaciones marisqueras. Los sedimentos proporcionan un índice estable de la calidad del agua  que los cubre.

La frecuencia de las tomas  puede establecerse en relación con las oscilaciones estacionales de la temperatura y las corrientes del agua.

En los ríos y estuarios, los cambios en los sedimentos de fondo son más erráticos, ya que dependen de los aumentos de velocidad de la corriente y de los cambios bruscos en la calidad de las descargas efluentes.

El control de los lodos puede servir además como índice  de la eficacia del proceso de tratamiento de aguas residuales.

Transporte y almacenamiento de las muestras

Los cambios que pueden producirse en el contenido bacteriano del agua que será analizada, pueden reducirse a un mínimo si se asegura que las muestras no sean expuestas a la luz y se mantengan en ambiente fresco, de preferencia a una temperatura entre 4 y 10°C, pero sin congelarlas.

Los exámenes de las muestras se harán lo más pronto posible, de preferencia  en un máximo de 6 horas, situación que generalmente no es factible, por lo cual se puede admitir hasta 24 horas de haberlas recolectado. Si existiera algún retraso, se tendrá en cuenta al interpretarse los resultados, y se hará constar en el informe correspondiente.

Si no es posible evitar los retrasos, puede considerarse la posibilidad de filtrar las muestras en el sitio y transferirlas en recipientes herméticos con el medio de transporte. Estas membranas pueden conservarse satisfactoriamente en dichos medios hasta un máximo de tres días antes de ser transferidas a los medios convencionales para su examen definitivo.

EL USO DE  MICROORGANISMOS INDICADORES

   El reconocimiento de que las infecciones microbianas pueden ser transmitidas por el agua ha dado lugar al desarrollo de métodos para efectuar exámenes de rutina que garanticen que el agua destinada para el consumo se encuentre libre de contaminación  bacteriana.

 Aunque es posible detectar presencia de múltiples organismos patógenos en el agua, los métodos de aislamiento y enumeración suelen ser complejos y demandan demasiado tiempo. Por esto, es impracticable someter a vigilancia  permanente el agua para detectar todo posible microorganismo patógeno.

 Una opción más adecuada es detectar organismos que normalmente están presentes en las heces de los seres humanos y de los animales de sangre caliente como indicadores de contaminación fecal, siendo además, un método útil para controlar la eficacia en el tratamiento del agua y la desinfección de las instalaciones.

 La presencia de estos gérmenes indica que existe la posibilidad  de que estén presentes organismos patógenos intestinales. Es un buen método de control de calidad. 

  También es importante vigilar la calidad bacteriana del agua natural, no sólo para evaluar el grado de contaminación, sino también para la selección  de la mejor fuente de abastecimiento y tratamiento requerido.

 Es imprescindible que los exámenes sean regulares y frecuentes, ya que la contaminación puede ser intermitente y no haber sido detectada por el análisis de una sola muestra. 

  Deben controlarse sistemáticamente la fuente de abastecimiento, las diferentes etapas de su procesamiento y su distribución.

Cuándo ocurran cambios en las condiciones establecidas que conduzcan al deterioro de la calidad del agua, se deberá intensificar la frecuencia de los exámenes; para lo cual es necesario elegir cuidadosamente una serie de muestras con el objeto de identificar el riesgo y adoptar medidas correctivas.   

MICROORGANISMOS INDICADORES DE CONTAMINACIÓN FECAL

El uso de microorganismos intestinales normales como indicadores de contaminación fecal es una metodología de aceptación universal en la vigilancia y evaluación de la seguridad en los sistemas de abastecimiento de agua. Estos microorganismos abundarán en los excrementos, pero estarán ausentes o sólo en número reducido en otras fuentes. Serán fáciles de aislar, identificar  y enumerar, y deberán ser incapaces de desarrollarse en el agua. Igualmente deberán sobrevivir  más tiempo en el agua que los gérmenes patógenos y ser más resistentes a los desinfectantes como el cloro.

En la práctica, todos estos criterios no pueden darse en un solo organismo, aunque las bacterias coliformes cumplen con mucho de ellos, especialmente Escherichia coli, que es el principal  indicador de contaminación fecal.

Organismos del grupo coliforme (coliforme total)

Se reconoce que los organismos del grupo coliforme son un buen indicador microbiano de la calidad del agua potable, principalmente porque son fáciles de  detectar y enumerar.

Se caracterizan por fermentar la lactosa en cultivos a 35-37°C. Entre ellos se encuentran Escherichia coli, Citrobacter, Enterobacter y Klebsiella. Este grupo no debería detectarse en sistemas de tratamiento de abastecimiento de agua, por lo cual es  importante para evaluar  la eficiencia del tratamiento.

Es preciso tener en cuenta  que las bacterias coliformes no provienen solo de las heces de los animales de sangre caliente, sino también de la vegetación y el suelo.

Por lo expuesto, la presencia de algunos organismos coliformes (1-10 coliformes en 100 ml) sobre todo en aguas subterráneas, puede tener poca importancia, siempre que haya ausencia de organismos coliformes fecales.

Organismos coliformes fecales (termotolerantes) 

Los organismos  coliformes  fecales son capaces de fermentar la lactosa  a 44.0- 44.5°C. 

Entre ellos se encuentra el género Escherichia  y en menor grado algunas cepas de Enterobacter, Citrobacter y Klebsiella.   De todos estos microorganismos, solo E. coli tiene origen específicamente fecal.

Para que en un sistema de distribución se desarrollen organismos coliformes fecales deben existir suficientes nutrientes bacterianos, la demanda bioquímica de oxigeno (DBO) debe ser mayor de 14 mg/l,  la temperatura del agua debe superar los 13°C, y no debe haber cloro libre residual.

Otros indicadores de contaminación fecal

Cuando existan dudas, sobre todo cuando se han encontrado organismos del grupo coliforme y hay ausencia de coliformes fecales, se pueden usar otros  organismos  que confirmen que la contaminación es de naturaleza fecal. 

Entre estos indicadores secundarios están los estreptococos fecales y los clostridios sulfito-reductores, especialmente  Clostridium perfringens.

Estreptococos fecales: se denominan así a los estreptococos que se encuentran normalmente en las heces humanas y animales. Raramente se multiplican en el agua contaminada y pueden ser algo más resistentes a la desinfección  que los organismos coliformes.

Sin embargo, pocas veces se los recomienda para controlar la calidad del agua potable, ya que persisten con concentraciones moderadas de sal, como podría suceder en abastecimientos donde el agua ha sido mezclada.

Clostridios reductores de sulfito: se trata de organismos anaerobios esporulados, siendo el más frecuente Clostridium perfringens, normalmente presente en las heces, aunque en cantidad mucho menor que E. coli. 

Las esporas de clostridios pueden persistir por largos periodos, porque  pueden resistir a la desinfección si el grado de concentración, tiempo de contacto y pH son inadecuados. Su persistencia en el agua que ha sido desinfectada puede indicar que existen deficiencias en el tratamiento.

No es aconsejable su determinación para vigilancia habitual, ya que tiende a  sobrevivir y acumularse, por lo que puede detectarse en puntos remotos en cuanto a tiempo y ubicación, respecto de la fuente de contaminación original, lo que podría dar lugar a falsas alarmas.

INDICADORES DE LA CALIDAD SANITARIA DEL AGUA

Pseudomonas aeruginosa: Es un germen patógeno oportunista que afecta a niños muy pequeños, a adultos en edad avanzada o a personas debilitadas a causa de alguna enfermedad. Se aisla frecuentemente en personas que padecen infecciones del tracto urinario o quemaduras en la piel.

Recuento en placa de bacterias aerobias heterótrofas totales: El recuento de colonias puede emplearse para evaluar el contenido bacteriano general del agua.              

Esto no representa el número total de microorganismos presentes, sino aquellos que tienen capacidad de formar colonias visibles en medios nutritivos bajo ciertas condiciones.

No debe considerarse esencial para evaluar la inocuidad de los abastecimientos de agua, pero un incremento  repentino en el recuento de colonias en una fuente de aguas subterráneas puede ser un primer indicio de contaminación del acuífero.

Es útil para evaluar la eficiencia de los sistemas de tratamiento y el grado de limpieza e integridad del sistema de distribución.

Debe elegirse la combinación de método y medio que produzca el mayor número de colonias en un tiempo predeterminado de incubación.

Descripción de métodos para recuento de bacterias aerobias heterótrofas totales:

· Método de placa fluida: 

Es fácil de poner en práctica y puede adaptarse a volúmenes de muestras puras o diluidas que oscilan entre 0.1 y 2.0 ml.

Las colonias que se producen son relativamente pequeñas y compactas, y muestran menor tendencia a rodear unas a otras que cuándo se siembra en superficie. Sin embargo, suelen tener crecimiento mas lento y son difíciles de transferir. Para mantener la temperatura del agar es necesario contar con un baño termostatizado, pero aún así puede producirse un choque de calor a la exposición de la muestra al agar a 45-46°C.

· Método de placa difusa: 
No se produce choque de calor y todas las colonias se encuentran sobre la superficie del agar, de donde pueden distinguirse fácilmente de las partículas y burbujas, y son fáciles de transferir. Este método está limitado por el pequeño volumen  de muestra que puede absorber el agar, 0.1-0.5 ml, según el grado de secado de las placas.

· Método de filtro de membrana: 
Permite analizar grandes volúmenes de agua de baja turbidez y es el método elegido para aguas de bajos contenidos (menos de 1-10 UFC). El problema que tiene este método es el costo del equipo de filtración y las membranas.

Otro inconveniente es la menor área expuesta, con la dificultad de visualizar colonias mediante luz reflejada contra un fondo blanco, en caso de no utilizarse filtros coloreados o con tinciones de contraste.

EXAMEN BACTERIOLÓGICO: METODOLOGIA

MATERIAL NECESARIO

1. Estufa de cultivo graduable a diversas temperaturas de incubación

2. Estufa de aire caliente para esterilización (160-180°C)

3. Autoclave: temperatura de esterilización 121°C

4. Balanza analítica

5. pH-metro: para control de los valores de pH de los medios de cultivo. Puede ser sustituído por indicadores especiales en varillas pH 4.0 a 10.0.

6. Matraz de Erlenmeyer: para preparar medios de cultivo, soluciones, etc.

7. Pipetas: 1 ml y 10 ml

8. Tapas para tubos, de metal.

9. Probetas graduadas

10. Tubos de ensayo 

11. Tubos de fermentación según Durham: para detección de la formación microbiana de gases. Son tubos cerrados en un extremo de aproximadamente 3 cm de longitud, que antes de la esterilización se sumergen en el caldo con la abertura hacia abajo. El gas producido se acumula en el tubo formando una burbuja.

12. Placas de Petri: tamaño estándar de 9 cm de diámetro, de vidrio o descartables.

13. Ansas de inoculación: de 3 mm de diámetro, de acero inoxidable o platino

14. Frascos para la toma de muestras: de vidrio, con tapón esmerilado

Eventualmente:

15. Aparato para filtración por membrana

16. Contador de colonias

LIMPIEZA Y ESTERILIZACIÓN DEL MATERIAL

Los materiales de vidrio,  luego de la limpieza mecánica, se limpian con agentes de lavado, y posteriormente se lavan varias veces con agua de canilla, y seguidamente con agua desionizada o destilada (los residuos de agentes de lavado impiden el crecimiento microbiano). Luego se realiza el secado del material.

Los materiales de vidrio que se han utilizado para el análisis de aguas contaminadas deben someterse al autoclave antes de la limpieza (20 min, 121°C, 1 atm).

La esterilización de los aparatos de vidrio limpios se realiza en la estufa de aire caliente, por 2 horas a 160-180°C.

Los aparatos de los filtros de membrana se enjuagan igualmente a fondo; la esterilización tiene lugar mediante el proceso por autoclave.  

DETECCIÓN DE MICROORGANISMOS COLIFORMES

Se utilizan dos métodos básicos para detectar y enumerar los microorganismos coliformes en el agua: el método de tubos múltiples y el método de membrana filtrante.

No proporcionan resultados comparables, pero para propósitos prácticos, la información que proporcionan si resulta comparable.

a) Método de tubos múltiples 

Se considera que la prueba inicial es presuntiva debido a que la reacción de ácido y gas que se observa a menudo puede deberse a algún otro organismo, o a una combinación de ellos. La confirmación se hará utilizando medios capaces de alcanzar mayor confirmación y diferenciación.

Es posible obtener un número estimado de organismos coliformes en un  volumen de agua, inoculando volúmenes apropiados de las muestras en un número determinado de tubos conteniendo un medio de cultivo.

Teniendo en cuenta que siempre se producirán algunos resultados negativos, se puede calcular el número más probable a partir del número de tubos que dieron reacción positiva. Para ello se emplean tablas de probabilidad estadística con su límite de confianza del 95%.

Debe hacerse subcultivos en medio confirmatorios.

El procedimiento del número más probable (NMP) puede aplicarse a todo tipo de aguas, en especial en las que la turbiedad es alta.

Fase Presuntiva: 

Para la prueba presuntiva para coliformes existen cuatro medios de cultivo diferentes: 

· medio de glutamato modificado con minerales (MGMM) 

· caldo lauril triptosa  

· caldo Mac Conkey  

· caldo lactosado

Una vez inoculados, los tubos con el medio seleccionado se incuban a temperaturas de 35-37ºC  y se inspeccionan a las 24 y 48 horas. Si se encuentran presentes bacterias coliformes, se produce ácido y gas.

El ácido y el gas producidos  por la fermentación de la lactosa  se detectan de la siguiente manera: en todos los medios se utiliza un tubo interior invertido (Durham) para atrapar y retener el gas; en el MGMM, en el caldo Mac Conkey y en el caldo lactosado se utiliza un indicador de pH para detectar la acidez.

Fase Confirmatoria: 

La presencia de organismos coliformes en las reacciones presuntivas positivas deberá confirmarse con pruebas de diferenciación de coliformes totales y termotolerantes.

Los tubos que muestren reacción positiva deben subcultivarse en medios selectivos que contengan lactosa (caldo verde brillante con bilis) e incubar a 35-37°C por 24-48 horas (coliformes totales)

Para confirmar  la presencia de bacterias coliformes termotolerantes, deberán realizarse subcultivos en tubos con caldo EC e incubar a 44ºC durante 24-48 horas. La producción de gas confirmará la presencia de bacterias coliformes termotolerantes. 

b) Técnica de membrana filtrante

El número de coliformes presentes en el agua puede determinarse mediante la filtración de volúmenes específicos de agua a través de filtros de membrana. Luego las membranas se incuban hacia arriba en un medio selectivo (m Endo Agar LES). Se desarrollarán colonias características que producen ácido o aldehído, y son las que se contarán ya sea como organismos coliformes totales o bacterias coliformes termotolerantes, según haya sido la temperatura de incubación.

Los resultados se expresarán en número de microorganismos por 100 ml de muestra original.

Si se filtra la muestra a través de dos membranas y una se incuba a 35-37ºC y la otra a 44-44,5ºC, el procedimiento de confirmación se simplificará, ya que es posible hacer un cálculo de coliformes termotolerantes a la temperatura mas elevada.

Una de las ventajas de este método es la rapidez con que pueden obtenerse los resultados y en consecuencia pueden llevarse a cabo acciones correctivas en los procesos de potabilización de agua o en la toma de decisiones respecto al suministro de agua. 

Puede aplicarse a casi todo tipo de agua, salvo las de alta turbidez debido a que se obturan los poros de la membrana.

PROTOCOLO DE INFORME

Datos de la muestra (Procedencia, punto de muestreo, fuente, fecha, hora)

Recuento de bacterias aerobias heterótrofas totales

UFC/ml

Coliformes totales (Número Más Probable)


N°/100 ml

E. coli 







Presencia/Ausencia
P.aeruginosa







Presencia/Ausencia
Enterococos







Presencia/Ausencia

Clostridios sulfito-reductores




Presencia/Ausencia

Calidad bacteriológica de la muestra analizada
                   BUENA/MALA
Ver anexo INFORMES TIPO Y LEYENDAS ASOCIADAS.

ORGANISMOS EN CONDICIONES ANÓMALAS

INTRODUCCIÓN

  Las bacterias indicadoras, coliformes y estreptococos fecales, pueden resultar alteradas en las aguas tratadas, sin turbidez y residuales.

 Estas bacterias lesionadas son incapaces de crecer y formar colonias en condiciones habituales, dada la alteración que sufren en su estructura o metabolismo. En consecuencia, una parte importante de las bacterias indicadoras existentes pueden pasar inadvertidas y no ser detectadas.

 Estos resultados bacteriológicos falsos negativos pueden inducir a una  inexacta definición de la calidad del agua, o lo que es más grave, permitir una aceptación errónea de condiciones potencialmente peligrosas por la presencia de patógenos resistentes.

 En circunstancias normales, se encuentran microorganismos en condiciones anómalas en las aguas potables cloradas, en las aguas saladas, en las aguas naturales contaminadas y en las aguas superficiales relativamente limpias, en caso de desinfección parcial o inadecuada, o en presencia de iones metálicos u otras sustancias tóxicas. Estos y otros factores, como la temperatura, pH extremos, radiación solar, etc, pueden producir un recuento menor,  pero importante de las bacterias indicadoras viables.

 Las bacterias enteropatógenas son menos sensibles que las bacterias coliformes a sufrir alteraciones en condiciones similares a las del agua potable, y los patógenos alterados mantienen su potencial virulencia. 

Problemas de manipulación y conservación

Algunas manipulaciones de laboratorio, una vez tomadas las muestras, pueden provocar alteraciones en los microorganismos. Entre ellos puede citarse el tiempo de conservación excesivo hasta la llegada al laboratorio, como asimismo  prolongar más de 30 minutos el tiempo entre la realización de las diluciones de las muestras y su inoculación en los medios de cultivo.

Además se debe tener en cuenta, la temperatura adecuada para el mantenimiento de las muestras, fórmulas incorrectas de los medios, mezcla incompleta de la muestra con el medio,  y exposición a un medio licuado de agar a temperatura excesiva.  

Un número elevado de bacterias no indicadoras puede inducir alteraciones en las mismas.

Incremento en la recuperación 

 Hay diferentes procedimientos que contribuyen a incrementar la recuperación de bacterias sometidas a condiciones  anómalas.

 En caso de muestras cloradas hay que asegurarse de que se agregue a la botella de muestreo una cantidad suficiente de agente neutralizante del cloro. Las muestras de agua con alto contenido en iones de metales pesados deberán  tomarse en botellas que contengan un agente quelante.

  Se debe reducir al máximo el tiempo de conservación a una temperatura adecuada  de refrigeración hasta la llegada al laboratorio.

 Una vez hecha la dilución de las muestras, se debe proceder a la inoculación en los medios de cultivo antes de los 30 minutos  de realizadas las diluciones. 

 Los coliformes totales, los estreptococos y coliformes termotolerantes se pueden recuperar mediante filtración de membrana, utilizando medios enriquecidos para cada microorganismo. 

DESINFECCION

Las razones principales para desinfectar el agua son: 

· asegurar la destrucción de gérmenes patógenos, 

· mantener una barrera de protección contra los gérmenes patógenos que ingresan al sistema de distribución, y 

· suprimir los nuevos desarrollos bacterianos en las tuberías.

Para mantener la calidad higiénica de los  sistemas de abastecimiento de agua potable, es esencial que la concentración de desinfectantes sea medida con frecuencia y que sea registrada continuamente.

EFICIENCIA DE LA DESINFECCIÓN 

 Se puede agrupar a los diversos agentes desinfectantes de acuerdo con su eficacia. Es preferible usar cloro, dióxido de cloro u ozono, aunque en el caso del cloro el pH deberá ser menor de 8.0.

 Las cloraminas tienen una acción biocida lenta, no se recomienda su empleo como agentes desinfectantes primarios para el propósito de tratamiento de agua, aunque puede usarse para mantenimiento de desinfección residual en sistemas de distribución donde el tiempo de contacto es más prolongado.

DESINFECTANTES RESIDUALES 

  El mantenimiento y la vigilancia del cloro residual ofrecen dos beneficios. El cloro residual suprimirá el crecimiento de organismos dentro del sistema y puede proporcionar alguna protección contra la contaminación que se produzca a través de las conexiones cruzadas o  fugas. La súbita desaparición del cloro residual es señal inmediata del ingreso de materia oxidable dentro del sistema o de un funcionamiento defectuoso del método de tratamiento.

 Si se emplea cloro como desinfectante, es conveniente mantener y examinar en forma diaria  la concentración de cloro libre  residual que deberá ser de 0.2 a 0.5 mg/litro a lo largo de todo el sistema.

EFECTOS DE LA TURBIEDAD

 Una desinfección eficaz depende del contacto entre el agente desinfectante y los microorganismos que han de ser inactivados durante un periodo de tiempo adecuado.

   En todos los métodos donde se practica la desinfección, la turbidez deberá ser siempre baja, de preferencia 1 unidad de turbidez nefelométrica (UTN) y siempre menos de 5 UTN; en caso contrario las partículas interferirán con la eficacia del método. 

La turbidez excesiva también puede interferir en los exámenes  bacteriológicos, especialmente  en los que  se utiliza la filtración por membrana. Además puede servir como fuente de nutrientes, que pueden contribuir al crecimiento bacteriano, dentro de la red de distribución, especialmente en las partes donde el flujo es lento.

El crecimiento de bacterias puede aumentar la acumulación de hierro por la biofloculación,  formándose nódulos de limo, carbonato de calcio y otros desechos que se adhieren a las paredes de las tuberías, deteriorando la calidad del agua. Los subproductos originados por el metabolismo o la descomposición de las bacterias contenidas en el limo pueden dar lugar a problemas de sabor y olor. 

 La turbidez baja, en los sistemas de tratamiento que dependen de la coagulación, solo puede lograrse mediante un control y operación cuidadosos, que aseguren que la dosis del coagulante y el pH sean óptimos, que los mantos de floculación sean estables y que los filtros se encuentren  en estado óptimo. 

Aún cuando la coagulación, la sedimentación y la filtración, son esenciales para asegurar la remoción de partículas, deberá aplicarse invariablemente algún método de desinfección a fin de garantizar la calidad bacteriológica  del agua.

EXAMEN BACTERIOLÓGICO DE AGUAS EN INSTALACIONES RECREATIVAS

INTRODUCCION

Las aguas recreativas pueden dividirse en: aguas de piscinas, baños de hidromasaje, aguas potables naturales y aguas marinas superficiales.

Siempre se han analizado estas aguas en busca de bacterias coliformes, heterotróficas totales o de ambos tipos.

 Aunque la detección de las bacterias coliformes en el agua indica que no son saludables para su uso, se han aislado en aguas recreativas otras bacterias que pueden implicar riesgos para la salud pública por contacto con el cuerpo, ingestión o inhalación.

  Las bacterias  recomendadas como indicadoras de la calidad del agua recreativa son el grupo coliforme, especies de Pseudomonas, Streptococcus, Staphylococcus y, excepcionalmente Legionella.

Las enfermedades virales asociadas con las aguas recreativas no tratadas son  las producidas por Coxsackie A y B, adenovirus tipo 3 y 4, hepatitis A y diversas gastroenteritis virales.

 Microorganismos como Mycobacterium, Candida albicans, y especies de Naegleria  y  Acanthamoeba pueden adquirir importancia por ser más resistentes al tratamiento desinfectante de aguas que las bacterias seleccionadas como indicadoras.

Sin embargo, no se recomiendan estudios sistemáticos de microorganismos patógenos, salvo en casos de demanda especial.
PISCINAS

El agua de las piscinas suele ser potable y clorada, pero también puede provenir de fuentes termales o del mar.

Las piscinas modernas tienen un sistema de re-circulación que permite filtrar y desinfectar el  agua.

Los microorganismos que habitualmente pueden producir problemas son los procedentes del cuerpo de los bañistas y de sus orificios, entre los que se encuentran los que pueden producir infecciones del oído, de las vías respiratorias superiores, de la piel y de los aparatos  digestivo y urinario.

La calidad del agua depende de la eficacia de la desinfección y del número de bañistas en un determinado momento, así como del número diario de bañistas.

a) Piscinas cubiertas desinfectadas: 

Se debe determinar periódicamente  los niveles residuales de desinfectantes y la turbidez en los periodos de máxima actividad de bañistas, o bien cuando la turbidez supere 1 UNT  y el recuento en placa de bacterias heterótrofas totales  supere las 500 UFC/ml. El recuento en placa de bacterias heterótrofas totales es el indicador fundamental de la eficacia de la desinfección.

Otros indicadores complementarios se refieren a la flora cutánea normal de los bañistas, entre las que se encuentran especies de  Streptococcus, Staphylococcus  y Pseudomonas. Estos microorganismos son los responsables de un alto porcentaje de enfermedades asociadas al uso de las piscinas y pueden ser relativamente resistentes al efecto del cloro.

b) Piscinas desinfectadas ubicadas al aire libre:
Los indicadores fundamentales de la contaminación por animales de compañía, roedores, agua de lluvia y fuentes humanas son los coliformes fecales.

Otros indicadores complementarios son el recuento en placa de bacterias heterótrofas totales y especies de Streptococcus, Staphylococcus y Pseudomonas.

c) Piscinas no tratadas: 
Los indicadores pueden ser las bacterias coliformes termotolerantes.

Muestras

La toma de muestra se realizará  utilizando envases de 120 a 480 ml de acuerdo al  análisis que se vaya a efectuar. Se debe añadir tiosulfato de sodio para proporcionar una concentración aproximada de 100 mg/l, y mantener refrigerada hasta que llegue al laboratorio.

Se debe realizar la toma de muestras durante el periodo de máxima densidad de bañistas.

El recipiente para tomar la muestra de agua debe sumergirse en un ángulo de 45° a una profundidad de alrededor de 20 cm, hasta que se llene, asegurándose que el agente neutralizante no se escape. Se debe tomar en lugares donde la profundidad sea de alrededor de 1 metro.

Es ideal usar una botella con lastre o guantes esterilizados para evitar la contaminación de la muestra.

BAÑOS DE HIDROMASAJE

Poseen un sistema de circuito cerrado, un equipo para calentar el agua y habitualmente un sistema de  re-circulación y propulsión de agua. Pueden ser de plástico, fibra de vidrio, madera roja o un material recubierto de epóxido. 

Están destinados a fines recreativos o terapéuticos, y permiten el baño de una o más personas. Se instalan en domicilios particulares, hoteles, instalaciones deportivas, centros de rehabilitación y hospitales. La población bañista suele ser transitoria.

Requisitos de control: 

Son frecuentes las infecciones contraídas en los baños de hidromasaje. Para asegurar una inocuidad hay que comprobar que tanto la concentración del germicida en el agua como el pH y la temperatura son adecuados

Ante un brote infeccioso se deben tomar muestras en el momento en que aparezca el brote. Se debe medir el pH y la temperatura del agua, así como la concentración del cloro libre y combinado. La muestra se refrigera de inmediato y se procede a su estudio microbiológico antes de 6-12 horas.

Los análisis bacteriológicos deben incluir un estudio directo de Pseudomonas aeruginosa, como patógeno más frecuente en estos casos, aunque es preciso  determinar la concentración de estafilococos y estreptococos. Las bacterias coliformes  son insuficientes para valorar la calidad bacteriológica de estos baños

PLAYAS 

    Una playa natural es cualquier línea de costa o rivera de una corriente, lago, océano, pantano o manantial termal con fines recreativos.

 Son numerosos los gérmenes patógenos que pueden transmitirse al hombre  a través de la utilización de aguas dulces o saladas  susceptibles de  contaminación por aguas residuales. Esta puede deberse a agentes enteropatógenos como Salmonella, Shigella, enterovirus, protozoos, y parásitos multicelulares; patógenos humanos u oportunistas como P. aeruginosa, Klebsiella, Vibrio parahemolyticus, V. vulnificus, Aeromonas hidrophila, Candida albicans, Staphylococcus aureus.

No existen métodos convencionales para el estudio sistemático de las aguas recreativas, ni que permita identificar todos los organismos mencionados.

Se determinará la contaminación fecal con las pruebas para coliformes fecales, como asimismo el análisis para estreptococos fecales, realizando una proporción. Si el  resultado es de 4.0 o superior indica contaminación con residuos domésticos, mientras que proporciones de 0.6 o inferiores son frecuentes en contaminaciones  por residuos de animales de granja o agua de lluvia. Se puede utilizar la técnica de filtro de membrana en medio Endo Agar LES o tubos múltiples descrita para coliformes.

AISLAMIENTO DE VIBRIO CHOLERAE DE AGUAS

INTRODUCCION

Tradicionalmente, el agua se considera como el vehículo más importante para la transmisión del cólera. Hacia 1860, después de los estudios de John Snow y otros investigadores, quedó claro que las fuentes de agua contaminadas con aguas residuales, como sistemas municipales de abastecimiento de agua, ríos, arroyos o pozos eran la principal vía de transmisión de la enfermedad. En una epidemia, generalmente el agua se contamina con cepas de V cholerae O1 procedentes de heces humanas. Así, por muchos años se creyó que el único reservorio de V.cholerae O1 era el intestino humano y que la supervivencia del microorganismo en el ambiente era limitada. Sin embargo, durante los últimos 20 años, investigaciones efectuadas en Australia y en los Estados Unidos han demostrado que cepas de V. cholerae O1 no toxigénicas y productoras de toxina pueden formar parte del ecosistema acuático de manera natural. Estos datos apoyan la idea de que las cepas toxigénicas y no toxigénicas de V. cholerae O1 pueden tener un reservorio ambiental, lo cual tendría repercusiones importantes en relación con los esfuerzos para combatir y erradicar el cólera.

Al igual que otros miembros de la familia Vibrionaceae, V. cholerae O1 puede sobrevivir por períodos prolongados en ambientes acuáticos, y muchos lo consideran como una especie nativa de agua salada y de estuarios. Diversos factores biológicos y físicoquímicos, como el contenido de nutrientes, la salinidad, la temperatura y el pH, pueden influir en la multiplicación, supervivencia y distribución de V. cholerae en los ambientes acuáticos. El tiempo de supervivencia de V. cholerae en el agua puede ser desde horas hasta meses. La capacidad de V. cholerae para producir quitinasa puede también ayudarle a sobrevivir en estuarios donde abundan el plancton y otras especies marinas constituidas en parte por quitina. V. cholerae O1 logró sobrevivir en diversas especies de plancton recogidas en Bangladesh, donde el cólera es endémico. Otras biotas acuáticas, como los jacintos de agua de Bangladesh, también se colonizan con V. cholerae y favorecen su multiplicación. Esta relación con el plancton puede constituir un aspecto ecológico importante de V. cholerae O1 en las regiones de cólera endémico de Bangladesh, y se ve respaldada por el hecho de que los períodos de auge estacional del plancton coinciden con epidemias de cólera en ese país. Sin embargo, aunque las masas de aguas naturales probablemente sirvan como reservorios ambientales y como medio de transmisión a los seres humanos, no siempre han dado buenos resultados los intentos de aislar V. cholerae de lagos, ríos, arroyos y estanques en zonas donde la enfermedad es epidémica.

Es necesario un control constante de las aguas tanto a nivel de las de consumo domiciliario, envasadas, hielo de expendio comercial y aguas de recreación, como asimismo aguas de río, lagos, lagunas, etc., y así poder implementar las medidas sanitarias para evitar el contagio y la propagación de la enfermedad.
TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS


Las muestras para detectar Vibrio cholerae se deben mantener a temperatura ambiente con el agregado de APA (Agua Peptonada Alcalina) hasta el momento de su procesamiento. 

SELECCIÓN DE LOS MÉTODOS DE AISLAMIENTO PARA LAS MUESTRAS AMBIENTALES


La selección del método de aislamiento depende del tipo de muestra que se va a cultivar. Las muestras procedentes de aguas marinas y de estuarios pueden contener muchas otras especies de Vibrio que crecen igual que V. cholerae en el agua peptonada alcalina (APA)y en el agar TCBS. Se hacen diluciones sucesivas de las muestras en factor 10 para reducir el número de microorganismos competidores. La incubación en APA a una temperatura elevada (42°C) inhibe el crecimiento de algunos microorganismos competidores, particularmente otros vibrios que no se multiplican bien a esa temperatura. Por lo tanto, puede facilitarse el aislamiento de V. cholerae O1 a partir de muestras de agua de estuario o de mar debido a que los competidores principales se inhiben a esa temperatura. Si los recursos del laboratorio lo permiten, es aconsejable preparar duplicados de las diluciones e incubarlos a 42°C. Al contrario, las muestras provenientes de agua dulce o de aguas residuales, que contienen menos vibrios y microorganismos semejantes a éstos, generalmente no requieren dilución antes de cultivarse ni incubación a 42°C. Si se tratase de muestras de agua clorada, el recipiente en el que se colecta la muestra deberá contener una solución de tiosulfato de sodio al 10% (0.1 ml por cada 100 ml de muestra). 

Aislamiento de V. cholerae a partir de aguas residuales


La vigilancia mediante el hisopo de Moore (o tampón vaginal) constituye una técnica práctica y eficaz para detectar V. cholerae en aguas residuales. Los hisopos se montan con facilidad y, cuando se colocan en las cañerías de entrada de un sistema municipal de aguas residuales, pueden detectar infecciones por V. cholerae en zonas donde la vigilancia epidemiológica de las enfermedades diarreicas no han logrado detectar cólera. La sensibilidad de la técnica no depende de la distancia que existe entre la fuente de infección y el sitio donde se toman las muestras. El empleo de este método para obtener muestras de las principales cañerías de entrada de un sistema comunitario de aguas residuales constituye una manera sencilla de determinar si existen en la zona infecciones por V. cholerae O1. 

Procesamiento de las muestras


Se recomienda usar guantes de látex y cambiarlos entre las tomas de muestras para evitar la contaminación cruzada. Cuando el hisopo de Moore, incluido el hilo que los sostiene, se retira del sitio de muestreo, debe colocarse en un recipiente de cierre hermético y tamaño adecuado. Cada recipiente se rotula anotando el nombre del sitio de la toma, hora y fecha. Las muestras se transportan lo antes posible al laboratorio en un recipiente térmico acompañadas de material refrigerante para evitar el probable sobrecalentamiento. Si se prevee el transcurso de más de 3 horas entre la recolección de los hisopos y la llegada al laboratorio, los hisopos se colocan en APA antes de transportarlos, para asegurar así la recuperación óptima de V. cholerae. Al llegar al laboratorio se agregará inmediatamente APA (300 a 500 ml) a las muestras, si es que esto no se hizo en el sitio de muestreo. El hisopo de Moore y la muestra de agua que lleva impregnada deben constituir cerca del 10% al 20% del volumen total de la muestra a la que se agrega APA, con el objeto de obtener la relación óptima de la muestra con el caldo de enriquecimiento para lograr la recuperación. Se incuban las muestras a una temperatura de 35-37°C durante 6 a 8 horas antes de sembrarse en placas de TCBS y en medios no selectivos (agar tripticase de soja TSA) y luego seguir el esquema que se describe en la página….

MUESTRAS

Aguas domiciliarias: es necesario renovar el agua que se encuentra en las cañerías antes de tomar la muestra, para esto se debe proceder de la siguiente manera: 

Agua corriente: flamear la canilla y dejar correr el agua por lo menos 3 minutos antes de tomar la muestra.

Agua de pozo:

· Perforación recién construida: bombear el mayor tiempo posible durante varios días antes de tomar las muestras, para lograr la limpieza de las cañerías.

· Perforación antigua: cambiar las juntas antes de tomar la muestra. En ambos casos de debe bombear por lo menos 5 minutos antes del muestreo. En caso de existir bombeador, se debe sacar la muestra de la llegada al tanque (si éste es de fácil acceso) o en su defecto de la canilla más cercana a la perforación.

Hielo: Tomar de una bolsa comercial o barra.

Aguas de ríos, lagos, lagunas

Método directo: consiste en la toma de un determinado volumen de agua en un recipiente limpio y estéril. Debe tomarse la precaución de usar guantes descartables y desechar los mismos después de cada toma. Se sumerge el envase y se saca la tapa una vez alcanzada la profundidad deseada.

Filtración: se filtra un volumen adecuado de agua a través de una membrana de 0,45 um. En caso de tratarse de muestras muy turbias se debe agregar pre-filtro. Membrana y pre-filtro se colocan con cuidado en el frasco que contiene el medio de enriquecimiento.  

Hisopo de Moore: Se ha  demostrado en la vigilancia de las aguas residuales que el empleo del método del hisopo de Moore es una técnica eficiente y sencilla para la detección de Vibrio cholerae. 

Los hisopos se preparan plegando o enrollando una tira a lo largo de gasa de 90 a 120 cm de largo por 15 cm de ancho atando firmemente el centro con hilo resistente a la esterilización. La misma se realiza en autoclave a 121º C, 15 minutos. Para los estudios de aguas residuales, los hisopos de Moore se colocan en los conductos principales de entrada de las plantas de aguas residuales.

La ubicación debe ser arriba de la corriente de cualquier sitio del vertedero para evitar contaminación con sustancias tóxicas, los hisopos se dejan 24-48 horas, y se recogen con guantes descartables (cambiándolos  con cada muestra).

Se colocan en bolsas o recipientes de boca ancha estériles con cierre seguro. 

Para evitar que el hisopo sea destruido por peces u otros animales, se lo puede colocar dentro de un envase plástico o lata sin tapa ni fondo.

Trampa de Spira: En el método de muestreo con la trampa de Spira, el agua se filtra a través de una gasa de algodón. La gasa se coloca en un frasco grande de plástico (por ejemplo, un frasco de medio de cultivo microbiológico de 500 g, u otro recipiente similar) con un orificio de 2 cm de diámetro en el fondo. El tamaño del orificio en el fondo del frasco es importante; si es demasiado grande, el flujo del agua expulsará la gasa, y si es muy pequeño, el agua pasará muy lentamente. La gasa de 30 cm de ancho se empaca en el fondo doblándola en capas, de tal manera que cuando se vierta agua por la boca del frasco atraviese la gasa y salga por el orificio del fondo. Para evitar que el agua se desvíe alrededor de la gasa en lugar de filtrarse, ésta debe plegarse adecuadamente en capas. Se usará suficiente gasa (aproximadamente de 120 a 180 cm) para formar un empaque firme, pero todavía compresible, que ocupe cerca de las 2/3 partes del volumen del frasco. Por la boca del frasco se vierte el agua que se va a analizar y se deja escurrir por el fondo. El trozo de gasa se retira observando las normas de asepsia, y se coloca en un matraz o frasco que contenga 100 ml de medio de cultivo de enriquecimiento, en una concentración de 10X. Se agrega suficiente agua de la fuente para obtener un volumen final de 1 litro. La esterilización de las trampas de Spira es optativa.

ENVIO DE MUESTRAS

Las muestras se tomarán en envase esterilizado. Si se trata de agua clorada el mismo contendrá  una solución de tiosulfato de sodio al 10% (0,1 ml por cada 100 ml de muestra).

Las gasas deben colocarse en bolsas plásticas  estériles o en frascos de boca ancha, a los cuales se le agregará agua peptonada alcalina (APA), simple concentración.

Todas las muestras deben enviarse refrigeradas al laboratorio con la mayor brevedad posible, no superando las 8 horas de efectuado el muestreo.

VOLUMENES A MUESTREAR 

Ríos, lagos, lagunas, represas

· Muestreador Instituto Malbrán o hisopo de Moore: se dejará en el sitio de muestreo por 72 horas.

· Para procesar por filtración con trampa de Spira: 5 o más litros.

· Para procesar por filtración con membrana de 0,45 um de poro: 5 litros.

· Para enriquecimiento directo: (igual volumen de APA doble concentración y muestra): 1 litro volumen total.

Aguas domiciliarias 

· Para procesar por filtración con membrana de 0,22 um de poro: 1 litro.

· Para enriquecimiento directo: Óptimo 1 litro, mínimo 100 ml.

Aguas envasadas

-    Contenido total del envase.


[image: image15.jpg]



	PRUEBAS
	V.cholerae
	Aeromonas
	Plesiomonas

	Oxidasa
	 +
	 +
	 +

	Reduccion de nitratos a nitritos
	 +
	 +
	 +

	Indol
	 +
	 +
	 -

	Gelatina
	 +
	 +
	 -

	Oxidacion-Fermentacion de glucosa
	F
	F
	F

	Gas de glucosa
	 +
	 +/-
	 -

	Utilizacion de manitol
	 +
	 +
	 -

	Utilizacion de inositol
	 -
	 -
	 +

	Decarboxilacion de lisina
	 +
	 -
	 +

	Decarboxilacion de ornitina
	 -
	 +
	 +

	Hidrólisis de arginina
	 +
	 -
	 +

	Inhibicion O/129
	 +
	 -
	 +/-
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SITIOS WEB DE INTERÉS
ANEXOS
CODIGO ALIMENTARIO ARGENTINO

CAPITULO XII

BEBIDAS HIDRICAS, AGUA Y AGUA GASIFICADA

AGUA POTABLE

Modificación del Artículo 982 del Código Alimentario Argentino en vigencia desde el 7 de junio de 2007

Artículo 982 - (Res Conj. SPRyRS y SAGPyA N° 68/2007 y N° 196/2007)

“Con las denominaciones de Agua potable de suministro público y Agua potable de uso

domiciliario, se entiende la que es apta para la alimentación y uso doméstico: no deberá contener substancias o cuerpos extraños de origen biológico, orgánico, inorgánico o radiactivo en tenores tales que la hagan peligrosa para la salud. Deberá presentar sabor agradable y ser prácticamente incolora, inodora, límpida y transparente. El agua potable de uso domiciliario es el agua proveniente de un suministro público, de un pozo o de otra fuente, ubicada en los reservorios o depósitos domiciliarios. Ambas deberán cumplir con las características físicas, químicas y microbiológicas siguientes:

Características físicas:

Turbiedad: máx. 3 N T U:

Color: máx. 5 escala Pt-Co;

Olor: sin olores extraños.

Características químicas:

pH: 6,5 - 8,5;

pH sat.: pH ± 0,2.

Substancias inorgánicas:

Amoníaco (NH4+) máx.: 0,20 mg/l;

Antimonio máx.: 0,02 mg/l;

Aluminio residual (Al) máx.: 0,20 mg/l;

Arsénico (As) máx.: 0,01 mg/l;

Boro (B) máx.: 0,5 mg/l;

Bromato máx.: 0,01 mg/l;

Cadmio (Cd) máx.: 0,005 mg/l;

Cianuro (CN-) máx.: 0,10 mg/l;

Cinc (Zn) máx.: 5,0 mg/l;

Cloruro (Cl-) máx.: 350 mg/l;

Cobre (Cu) máx.: 1,00 mg/l;

Cromo (Cr) máx.: 0,05 mg/l;

Dureza total (CaCO3) máx.: 400 mg/l;

Fluoruro (F-): para los fluoruros la cantidad máxima se da en función de la temperatura promedio de la zona, teniendo en cuenta el consumo diario del agua de bebida:

- Temperatura media y máxima del año (°C) 10,0 - 12,0, contenido límite recomendado de Flúor (mg/l), límite inferior: 0,9: límite superior: 1, 7:

- Temperatura media y máxima del año (°C) 12,1 - 14,6, contenido límite recomendado de Flúor (mg/l), límite inferior: 0,8: límite superior: 1,5:

- Temperatura media y máxima del año (°C) 14,7 - 17,6. contenido límite recomendado de Flúor (mg/l), límite inferior: 0,8: límite superior: 1,3:

- Temperatura media y máxima del año (°C) 17,7 - 21,4, contenido límite recomendado de Flúor (mg/l), Límite inferior: 0,7: límite superior: 1,2:

- Temperatura media y máxima del año (°C) 21,5 - 26,2, contenido límite recomendado de Flúor (mg/l), límite inferior: 0,7: límite superior: 1,0:

- Temperatura media y máxima del año (°C) 26,3 - 32,6, contenido límite recomendado de Flúor (mg/l), límite inferior: 0,6; límite superior: 0,8:

Hierro total (Fe) máx.: 0,30 mg/l;

Manganeso (Mn) máx.: 0,10 mg/l;

Mercurio (Hg) máx.: 0,001 mg/l;

Niquel (Ni) máx.: 0,02 mg/l;

Nitrato (NO3-,) máx.: 45 mg/l;

Nitrito (NO2-) máx.: 0,10 mg/l;

Plata (Ag) máx.: 0,05 mg/l;

Plomo (Pb) máx.: 0,05 mg/l;

Selenio (Se) máx.: 0,01 mg/l;

Sólidos disueltos totales, máx.: 1500 mg/l;

Sulfatos (SO4=) máx.: 400 mg/l;

Cloro activo residual (Cl) mín.: 0,2 mg/l.

La autoridad sanitaria competente podrá admitir valores distintos si la composición normal del agua de la zona y la imposibilidad de aplicar tecnologías de corrección lo hicieran necesario.

Para aquellas regiones del país con suelos de alto contenido de arsénico, se establece un plazo de hasta 5 años para adecuarse al valor de 0,01 mg/l.

Características Microbiológicas:

Bacterias coliformes: NMP a 37 °C- 48 hs. (Caldo Mc Conkey o Lauril Sulfato), en 100 ml: igual o menor de 3.

Escherichia coli: ausencia en 100 ml.

Pseudomonas aeruginosa: ausencia en 100 ml.

En la evaluación de la potabilidad del agua ubicada en reservorios de almacenamiento

domiciliario deberá incluirse entre los parámetros microbiológicos a controlar el recuento de bacterias mesófilas en agar (APC - 24 hs. a 37 °C): en el caso de que el recuento supere las 500 UFC/ml y se cumplan el resto de los parámetros indicados, sólo se deberá exigir la higienización del reservorio y un nuevo recuento. En las aguas ubicadas en los reservorios domiciliarios no es obligatoria la presencia de cloro activo.

Contaminantes orgánicos:

THM, máx.: 100 ug/l;

Aldrin + Dieldrin, máx.: 0,03 ug/l;

Clordano, máx.: 0,30 ug/l;

DDT (Total + Isómeros), máx.: 1,00 ug/l;

Detergentes, máx.: 0,50 mg/l;

Heptacloro + Heptacloroepóxido, máx.: 0,10 ug/l;

Lindano, máx.: 3,00 ug/l;

Metoxicloro, máx.: 30,0 ug/l:

2,4 D, máx.: 100 ug/l;

Benceno, máx.: 10 ug/l;

Hexacloro benceno, máx: 0,01 ug/l;

Monocloro benceno, máx.: 3,0 ug/l;

1,2 Dicloro benceno, máx.: 0,5 ug/l;

1,4 Dicloro benceno, máx.: 0,4 ug/l;

Pentaclorofenol, máx.: 10 ug/l;

2, 4, 6 Triclorofenol, máx.: 10 ug/l;

Tetracloruro de carbono, máx.: 3,00 ug/l;

1,1 Dicloroeteno, máx.: 0,30 ug/l;

Tricloro etileno, máx.: 30,0 ug/l;

1,2 Dicloro etano, máx.: 10 ug/l;

Cloruro de vinilo, máx.: 2,00 ug/l;

Benzopireno, máx.: 0,01 ug/l;

Tetra cloro eteno, máx.: 10 ug/l;

Metil Paratión, máx.: 7 ug/l;

Paratión, máx.: 35 ug/l;

Malatión, máx.: 35 ug/l.

Los tratamientos de potabilización que sea necesario realizar deberán ser puestos en

conocimiento de la autoridad sanitaria competente”.
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DESINFECCION DE POZOS

Un pozo de agua construido en forma reglamentaria, no debe contener gérmenes patógenos ni  indicadores de contaminación fecal, humana o animal.

No obstante, es frecuente su hallazgo en pozos recientemente construidos o que han sido dejado en desuso por períodos relativamente prolongados.

Las cañerías, al atravesar la napa freática, arrastran los gérmenes presentes en ella, como asimismo los provenientes de la superficie del terreno, contaminando de este modo la perforación y algunas veces las napas más profundas.

Generalmente es suficiente un  intenso bombeo para “lavar el pozo”y eliminar esta contaminación indeseable, pero, en determinados casos, ésta se hace más dificultosa debido a gérmenes con escasos requerimientos nutricionales, que desarrollan a las temperaturas normales del agua.

Estos elaboran sustancias mucoideas que se adhieren a las paredes de los caños (especialmente en las zonas de unión), guarniciones de cuero o plástico del equipo bombeador y canillas, como también la llamada “olla”de la perforación, proporcionándoles una verdadera protección contra los procedimientos mecánicos y químicos que se empleen para su eliminación.

Es aconsejable en estos casos intentar la desinfección del pozo, una o reiteradas veces, alternando con bombeos adecuados hasta la obtención de agua de buena calidad bacteriológica.

Cuando las medidas aconsejadas no dieran resultados satisfactorios deberá sospecharse de la potabilidad de la napa. Contaminaciones por infiltración desde pozos negros próximos a aguas superficiales infectadas pueden ser la causa y por lo tanto deberá consultarse con un especialista para que aconseje  si se debe realizar una nueva  perforación, u otra desinfección de la ya existente.
DESINFECTANTES EMPLEADOS

Dos son los desinfectantes de uso común que pueden ser usados indistintamente, por su característica de liberadores de iones cloro: el hipoclorito de sodio y el cloruro de cal.

El primero puede adquirirse en los comercios bajo el nombre de extracto de lavandina con 80 g de cloro activo por litro (8%).

El segundo contiene de 20 a 30% de cloro útil y se adquiere en droguerías.

Existen además productos varios denominados comercialmente “Cloramina”, “Cloramina T”, “Perchloron”, etc. que son igualmente efectivos pero su precio es generalmente más elevado.

Es importante cerciorarse que tanto unos, como los otros, hayan sido conservados en condiciones adecuadas para el mantenimiento de sus propiedades clorogénicas.
CANTIDADES RECOMENDADAS
Las cantidades de desinfectantes indicadas a continuación corresponden a perforaciones familiares construidas con cañerías de 2 pulgadas (5 cm de diámetro).

	Profundidad
	Desinfectante total empleado

	
	Hipoclorito de sodio 8%
	Cloruro de cal

	30 m
	250 ml
	100 g

	50 m
	350 ml
	150 g

	70 m
	500 ml
	200 g


PROCEDIMIENTO
Estas cantidades pueden ser duplicadas en caso necesario o diluidas en volúmenes convenientes de agua para facilitar su dispersión o empleo cuando se utilice un equipo compresor para su inyección.

Cuando no se disponga del mismo, bastará retirar el equipo de bombeo, verter dentro de la cañería y entre ésta y el “caño camisa” la solución desinfectante concentrada. Se colocará luego la bomba y se hará funcionar muy brevemente para que el agua clorada invada cada una de las partes.

El tiempo de contacto no deberá ser nunca menor de 6 horas, transcurridas las cuales, se procederá al bombeo intensivo hasta la eliminación total del sabor y olor a cloro.

En los 10-15 días subsiguientes se efectuará un nuevo bombeo diario a fin de asegurar el lavado total de las cañerías.

Un nuevo análisis bacteriológico indicará la aptitud del agua y autorizará finalmente su uso.

Confirmada su potabilidad deberá efectuarse una minuciosa limpieza y desinfección de tanques y cañerías de acuerdo a las instrucciones que se dan en el folleto correspondiente.

Aconsejamos indicar expresamente en la ficha de muestreo que el pozo ha sido recientemente desinfectado, como asimismo, repetir el análisis cumplidos los tres meses desde su ejecución.
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INSTRUCCIONES

Estas recomendaciones  han sido confeccionadas con carácter general y deberán ser modificadas para su adaptación a los diversos tipos de instalaciones. (Leer advertencias antes de empezar)

LIMPIEZA

a) Tanques

Efectuar el vaciado total y extraer el sedimento u objetos extraños existentes tomando las precauciones necesarias para que no se introduzcan en la cañería.

Limpiar en forma insistente, rasqueteando el fondo y paredes en toda su altura, incluyendo la parte superior y el borde.

Enjuagar con agua y desagotar.

b) Tapas
Limpiar profundamente, rasqueteando los bordes y superficie de apoyo para eliminar toda suciedad.

c) Canillas y grifos
Desenroscar y separar cada una de las partes.

Limpiar minuciosamente eliminando el depósito interior.

Observar el estado de las guarniciones y reemplazarlas en caso de deterioro. Someter la totalidad de las piezas a ebullición durante 30 minutos y colocar nuevamente.
DESINFECCION

a) Tanques, tapas, cañerías y canillas

Lavar con solución de hipoclorito de sodio comercial denominada “concentrada” (55 g de cloro activo por dm3), previa dilución al 0.2% en agua corriente correspondiente a 0.16% de cloro activo. (Ej.: 1,5  ml cada 500 ml).

Utilizar un cepillo blando, mojarlo en la solución desinfectante pasándolo por la superficie interna del tanque incluidos techo y tapa. Estos últimos deberán ser desinfectados en los bordes y parte externa también. Dejar durante 1 hora en contacto.

Concluido el mismo, permitir la entrada de agua hasta la mitad del volumen del tanque.

Agregar luego solución de hipoclorito comercial concentrada (lavandina)* a razón de 2 litros por cada mil (dilución 2 ‰ por equivalente a 0.16 ‰) y agitar para mezclar bien

* Se expende como “extracto de lavandina”, 80 gr de cloro activo por dm3.

Abrir una por una las canillas dejando correr agua hasta percepción olfativa de cloro y cerrar de inmediato clausurándolas **. En esta forma se obtiene el llenado de todas las cañerías de la instalación.

**Deberá tenerse en cuenta que la solución de hipoclorito de sodio (lavandina concentrada comercial) en las concentraciones indicadas para desinfección es altamente tóxica y por lo tanto deberá evitarse su ingestión.

Completar el llenado del tanque y mantener cerrado todo el sistema por un período mínimo de contacto de 3 horas.

Abrir todos los grifos y canillas hasta el desagote total y cerrarlos nuevamente.

Efectuar una serie de llenados y desagotes (mínimo 3) hasta que el agua adquiera su olor y sabor normal. (Si se considera necesario, efectuar la determinación de cloro residual por el método de la ortotoluidina según técnica standard ) (1).

Tapar el tanque herméticamente.

Dejar transcurrir 24 a 48 horas de uso normal y efectuar un exámen bacteriológico de control, (informar al laboratorio que se trata de muestra tomada con posterioridad a la desinfección para que el mismo provea de un envase esterilizado que contenga la cantidad necesaria de tiosulfato  para neutralizar el cloro residual).

ADVERTENCIAS

El esquema descrito es aplicable a tanques provistos de agua tratada (de red) o sin tratar (de pozos, ya sea individuales o colectivos). En aquellos casos en que el sistema comprenda el almacenamiento de tanques intermediarios cisternas con un equipo elevador, deberá efectuarse el tratamiento en forma tal, que en cada uno de sus componentes una vez limpios, se establezca una suficiente circulación del producto desinfectante, para lograr la eliminación total de los gérmenes contaminantes.

En una red donde existen tramos de tubería en mal estado, los mismos restarán eficacia al tratamiento de desinfección y por lo tanto deberán ser reemplazados.

Cuando la red haya sido motivo de modificaciones que comprenden la anulación parcial de ciertos tramos (conductos ciegos), deberá cuidarse que el agua de consumo no tenga contacto con la estancada, la que podrá servir de reservorio de gérmenes patógenos.

Es conveniente asimismo evitar posibles recontaminaciones asegurándose la hermeticidad de los cierres.

(1) American Public Health Association (1963). Métodos standard para el exámen de aguas de desecho. 11 ed.

APLICACIÓN DE LA TÉCNICA DEL NMP EN MUESTRAS DE AGUA
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INFORMES TIPO Y LEYENDAS ASOCIADAS
En el certificado de análisis, además de los datos referentes a la muestra, deberán detallarse los parámetros analizados, técnicas analíticas empleadas y resultados obtenidos en forma clara, datos del laboratorio, nombre, título,  Nº de matrícula y domicilio legal del profesional responsable, fecha de realización del análisis, fecha de emisión de los resultados.

En el informe, el profesional responsable avalará con su firma alguna de las leyendas siguientes, adjuntándolas como conclusión final del mismo según corresponda, de acuerdo al tipo de muestra analizada
CONCLUSIONES PARA ANALISIS BACTERIOLOGICOS
· AGUA DE BEBIDA

POTABLE:   Los parámetros analizados cumplen con los límites establecidos en el 

Código Alimentario Argentino (Art.982).


No se pone detalle de límites hasta que no lo arreglen de sistema.


No se pone conclusión en hielo ni en agua de lavado en plantas de 


pescado.          

DEFICIENTE: Aerobias >500 y demás parámetros bien ; Se  recomienda higienizar 

  las instalaciones y realizar un nuevo recuento (Código Alimentario 

                         Argentino Art.982).

DEFICIENTE: Coliformes totales  y/o fecales > o igual a 3.0; o presencia de     Pseudomonas aeruginosa o presencia de Escherichia coli .

Los parámetros subrayados no cumplen con los límites establecidos en el Código Alimentario Argentino (Art.982).

Debe establecerse el orígen de la deficiencia bacteriológica y proceder a la desinfección de las instalaciones.

· LIMITES PARA NATATORIOS

Recuento total de Bacterias aerobias por ml...............    < 200

Coliformes totales N.M.P./100 ml..............................     < 2.0 (combinación 511)

Estreptococos..............................................................     Ausencia

Pseudomonas...............................................................     Ausencia

pH................................................................................    7.2 a 8.2

Cloro libre p.p.m..........................................................    0.20 a 0.60

CONCLUSION: Los parámetros analizados cumplen con las “Normas de calidad para   natatorios de uso  público (Res.889/85 Ministerio de Salud y Acción  Social

y Decreto 4030/75 Ministerio de Salud de la Pcia.  de Buenos Aires)



 Los valores subrayados no cumplen con las “Normas de Calidad para 

natatorios de uso público”(Res.889/85 Ministerio de Salud y Acción  Social y

Dec. 4030/75 Ministerio de Salud de la Pcia. de Buenos Aires)

· LIMITES PARA EFLUENTES QUE VUELCAN EN CURSO RECEPTOR

            Resolución 336/2003 Autoridad del Agua de Provincia de Buenos Aires

Límites para descargar a

	                       Colect. cloacal     Cond.pluvial o            Absorción por suelo    Mar abierto

                                                 Cuerpo de agua sup.

	Colif. fecales 

N.M.P./100ml.    < 20.000                 < 2.000                      < 2.000                < 20.000 (j)


Los parámetros determinados exceden los límites admisibles establecidos por Autoridad del Agua de Provincia de Buenos Aires según Resolución Nº 336/2003. 

Los parámetros determinados cumplen con los límites admisibles establecidos por Autoridad del Agua de Provincia de Buenos Aires según Resolución Nº 336/2003. 

(j) Este parámetro será controlado en descargas próximas a una zona de balneario . El valor indicado constituye el nivel máximo admisible a una distancia de por lo menos 500mts.de una playa o área destinada a deportes náuticos. 
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Mar Del Plata  07/11/2007
Analisis de Agua N® 182079

MAR DEL PLATA

CALLE 429 Y 6

PARTICULAR

MUESTRA CANILLA DIRECTA POZO

Muestra Extraida el : 18/09/2007 Llegada el : 18/09/2007

vV'B®
Bact.

Muestra Ne® : 1

EXAMEN BACTERIOLOGICO

Iniciado a las 3 Hrs.
Recuento Bact. heterdétrofas u.f.c./ml
APC: 24 BB B 37 % sare savasaie sgiy 190

Bacterias coliformes totales a 37+
NMP/100 ML sisw o v oratwisls vass 240

Bacterias coliformes fecales a 44°¢

NMP/100 ml.... . .. cree 240
Escherichia coli en 100 ml 43
Pseudomonas aeruginosa

en 100 ml...ounnennnnnnnannoan PRESENCIA

Resultado. . . NO POTABLE
Observ.: Los parametros subrayados no cumplen con los limites
establecidos en el Cédigo Alimentario

(art.982). Debe establecerse el origen de la

deficiencia bacterioldgica y proceder a la desinfeccién
de las instalaciones.

Limites establecidos segin C.A.A. (art 982)
Recuento Bact. heterotrofas u.f.c./ml

APC 24hs a 37¢ < 500
Coliformes totales NMP/100 ml < 3,0
Coliformes fecales NMP/100 ml < 3,0
Escherichia coli en 100 ml Ausencia
Pseudomonas aeruginesa en 100 ml Ausencia

"Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater", Ed.20, 1999
APHA - AWWA - WEF

LA PRESENTE MUESTRA NO HA siDQ
EXTRAIDA POR PERSONAL DE ESTE
LABORATORIO, EN CONSECUENCIA
DarRAS SANITARIAS S.E. NO SE HAGE
RESPONSABLE DE LA CORRECCIAN DEL
METODO EXTRAGTIVO EMPLEADO Y/O
DE LA REAL PROCEDENGIA DE LA S
MUESTRA ANALIZADA.-
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Analisis de Agua N°¢ 182892
Localidad . MAR DEL PLATA
Domicilio . LAS TRES MARIAS Y COLIQUEO 0-COOPERATIVA U.
Rubro ..... CONVENIO
Procedencia . POZO N°57469 CANILLA
Muestra Extraida el : 01/11/2007 Llegada el : 01/11/2007

Muestra N¢ : 1

EXAMEN BACTERIOLOGICO

Iniciado a las 3 Hrs.
Recuento Bact. heterétrofas u.f.c./ml
VEDC 24 HE & 37Vau pon wah ik 1

Bacterias coliformes totales a 37¢
RMP/100 mlcsan siois soigei siod s oo < 3.0

Bacterias coliformes fecales a 44°
NMB/100 Mlsvsn koz o ims 5o ipase < 3.0

Escherichia coli en 100 ml AUSENCIA

Pseudomonas aeruginosa
B 100 MLaeinee see siaveisin seisenaen -

Cloro libre in situ mg/l...... 0.07
Observ.: Los parametros analizados cumplen con los limites
establecidos por el Cédigo Alimentario Argentino
(art.982)

Limites establecidos segin C.A.A. (art 982)
Recuento Bact. heterodtrofas u.f.c./ml

APC 24hs a 37¢ < 500
Coliformes totales NMP/100 ml < 3,0
Coliformes fecales NMP/100 ml < 3,0
Escherichia coli en 100 ml Ausencia
Pseudomonas aeruginosa en 100 ml Ausencia

"Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater", Ed.20, 1999
APHA - AWWA - WEF





1.sc: simple concentracion; 2.dc: doble concentracion


*Se recomienda estudiar al menos 5 colonias tomadas individualmente de la placa de TCBS y de TSA (tanto en muestras de origen


Humano como ambiental ) porque puede haber cepas R (rugosas) que corresponden morfologica y bioquimicamente a V.cholera , pero


autoaglutinan (por ser R) y en consecuencia  considerarlas erroneamente como V.cholera no O1.  





                    Pruebas Bioquimicas


Agar hierro Kligler = alcalino/acido sin gas,sin SH2


                                o


 Agar TSI = acido/acido sin gas, sin SH2


-Agar LIA = alcalino/alcalino, sin SH2


SIM = - + +


-Fermentacion de glucosa = acida sin gas


-Utilizacin de aminoacidos = Lisina + /Arginina - / Ornitina +

















Aglutinacion con anticuerpo


Anti-V.cholerea 0139








Aglutinacion con anticuerpos


Polivalentes anti-V.cholerae O1


(+) V.cholerae O1


(-) V.cholerae no O1





Oxidasa (+)





TSA





Seleccionar 3 a 5 colonias tipicas


(amarillas,lisas de 2-3 mm de diametro





Aglutinacion con anticuerpo


Anti-V.cholerea 0139





Aglutinacion con anticuerpo


Polivalente anti-V.cholerae O1


(+)V.cholerae O1


(-)V.cholerae no O1





Oxidasa (+)





Seleccionar 3 a 5 colonias *





Medio selectivo


Agar TCBS





Diagnostico presuntivo 


Medio no salectivo


APA o Agar sangre de carnero





Incubar 35-37ºC


6-8 hs.





+ 50 ml APA sc (1)





Filtro de membrana(0.22 um)


X Vol.H2O + X Vol.APA dc (2)





+ 250 ml APA sc (1)





Hisopo de Moore


Trampa de Spira


Gasa





Aislamiento de V.cholerae a partir de una muestra de agua
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