DOF: 25/06/2012

NORMA Oficial Mexicana NOM-245-SS A1-2010, Requisitos sanitarios y calidad del agua que deben cumplir las albercas.

Al margen un sello con el Escudo Nacional, que dice: Estados Unidos Mexicanos.- Secretaria de Salud.

MIKEL ANDONI ARRIOLA PENALOSA, Comisionado Federal para la Protecciéon contra Riesgos Sanitarios y Presidente del
Comité Consultivo Nacional de Normalizacion de Regulacién y Fomento Sanitario, con fundamento en los articulos 39 de la
Ley Organica de la Administracién Publica Federal; 4 de la Ley Federal de Procedimiento Administrativo; 3 fracciones Xlll y XXII,
17 Bis fraccion lll, 17 Bis 2, 116, 118 fracciones |, Il y VI, 119 fraccién Il y 122 de la Ley General de Salud; 47 fraccion IV de la
Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion; 28 del Reglamento de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion; 2 literal
C fraccién X, 36 y37 del Reglamento Interior de la Secretaria de Salud; 2 fraccion lincisos a)y c), 12 fracciones II, IVyV, 227,
1219 y 1220 fracciéon IV del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario de Actividades,
Establecimientos, Productos y Servicios; 3 fracciones | incisos i yn, I, V, IXy Xl; 10 fracciones IV y VIl del Reglamento de la
Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios, y

CONSIDERANDO

Que en cumplimiento a lo previsto en el articulo 46 fraccion | de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion, el
Subcomité de Salud Ambiental presenté el 20 de agosto de 2009 al Comité Consultivo Nacional de Normalizacién de
Regulacion y Fomento Sanitario, el anteproyecto de la presente Norma Oficial Mexicana.

Que con fecha del 5 de abril de 2010, en cumplimiento del acuerdo del Comité yde lo previsto en el articulo 47 fraccién | de
la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion, se publicé en el Diario Oficial de la Federacion el proyecto de la presente
Norma Oficial Mexicana, a efecto de que dentro de los siguientes sesenta dias naturales posteriores a dicha publicacion, los
interesados presentaran sus comentarios al Comité Consultivo Nacional de Normalizacion de Regulacion y Fomento
Sanitario.

Que con fecha previa, fueron publicadas en el Diario Oficial de la Federacidn, las respuestas a los comentarios recibidos
por el mencionado Comité, en los términos del articulo 47 fraccién lll de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion.

Que en atencion a las anteriores consideraciones, contando con la aprobacion del Comité Consultivo Nacional de
Normalizacion de Regulacién y Fomento Sanitario, tengo a bien ordenar la publicacion en el Diario Oficial de la Federacion la
siguiente:

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-245-SS A1-2010, REQUISITOS SANITARIOS Y CALIDAD DEL AGUA
QUE DEBEN CUMPLIR LAS ALBERCAS

PREFACIO
En la elaboracién de esta norma participaron las unidades administrativas e instituciones siguientes:
SECRETARIADE SALUD
Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios.
Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de Enfermedades.
SECRETARIADE MEDIO AMBIENTE Y RECURSOS NATURALES
Comision Nacional del Agua.
Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua.
SECRETARIADE TURISMO
ASOCIACION MEXICANADE HOTELES Y MOTELES A. C.

ASOCIACION MEXICANA DE PARQUES ACUATICOS Y BALNEARIOS, A. C.
LION BUSINESS, S A DEC. V.

INSTAPURA, S. A DEC. V.

ASOCIACION MEXICANA DE DESARROLLADORES TURISTICOS, A. C.
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Apéndice Normativo A. Aislamiento e identificacion de Naegleria spp y Acanthamoeba spp.

Apéndice Normativo B. Determinacion de bacterias coliformes fecales. Método del nimero més probable (NMP).
0. Introduccion

Con la finalidad de prevenir yminimizar riesgos a la salud publica por enfermedades gastrointestinales, de la piel y otras,
ocasionadas por ingestién, contacto e inhalacién de microorganismos patdégenos y sustancias quimicas en el agua de
albercas, es necesario llevar a cabo el control y vigilancia de las condiciones sanitarias de operaciéon y mantenimiento de las
instalaciones; asi como el monitoreo sistematizado de parametros fisicoquimicos y de microorganismos que determinan la
calidad del agua.

1. Objetivo y campo de aplicacion

1.1. Esta norma establece las especificaciones sanitarias que deben cumplir las albercas con el propdsito de minimizar o
controlar riesgos a la salud de los usuarios.

1.2. Esta norma es aplicable a todas las albercas de centros vacacionales, clubes deportivos, balnearios, centros de
ensefanza, hoteles, moteles, desarrollos turisticos, parques acuaticos o cualquiera que preste un servicio publico.

2. Referencias

2.1. Norma Oficial Mexicana NOM-008-SCFI-2002, Sistema General de Unidades de Medida.
3. Definiciones
Para los efectos de esta norma se entiende por:

3.1. Alberca.- Estanque artificial de agua construido para facilitar el nado, la recreacion, el relajamiento, la ensefianza o
entrenamiento deportivo.

3.2, Bitacora.- Libro, cuaderno o registro foliado a través de un sistema electréonico o manual.

3.3. Biopelicula.- Crecimiento de microorganismos en forma de capa gelatinosa que se adhiere a una superficie.
3.4. Bromo residual libre.- Es |la cantidad residual de iones hipobromito y acido hipobromoso.

3.5. Bromaminas.- Es la cantidad de bromo combinado con nitrdgeno amoniacal o con compuestos nitrogenados.

3.6. Circulacion.- Accion mecanica o aporte de agua que permite la mezcla y el movimiento del agua en todos los sectores
de la alberca, evitando su estancamiento.

3.7. Cloro residual libre.- Es |la cantidad residual de iones hipoclorito y acido hipocloroso.
3.8. Cloraminas.- Es la cantidad de cloro combinado con nitrégeno amoniacal o con compuestos nitrogenados.

3.9. Desinfeccién.- Accién de inactivar o destruir microorganismos patégenos por medio de la aplicacidon de productos
quimicos o procesos fisicos.

3.10. Encauce.- Obra dentro de un rio o arroyo para modificar su corriente con el fin de construir una alberca.

3.11. Equipo de medicion de ORP.- Dispositivo que mide el intercambio de electrones por medio de la corriente eléctrica
generada por las reacciones de 6xido reduccion; y que representa la concentracion o actividad del desinfectante en el agua,
expresado en milivoltios.

3.12. Limite permisible.- Valor maximo o intervalo de concentraciéon de un parametro, que no causa efectos nocivos a la
salud.

3.13. Mantenimiento.- Son los trabajos de conservacion necesarios para prolongar la vida util de un bien y preservarlo en
buenas condiciones sanitarias.

3.14. Materia flotante.- Es todo aquel material que tiene menor densidad que el agua y por ello queda en la superficie.

3.15. Método amperométrico.- Técnica electrolitica donde se aplica un voltaje eléctrico pequefio a través de dos
electrodos ymide el cambio de corriente resultado de reacciones quimicas.

3.16. Procedimiento.- Documento que contiene las instrucciones necesarias para llevar a cabo de manera reproducible
una operacién o actividad, describiendo en forma escrita y grafica, el método, frecuencia, enlaces, participantes vy
responsables necesarios para la realizacion de dichas actividades.

4. Abreviaturas

Ademas de lo especificado en la Norma Oficial Mexicana NOM-008-SCFI-2002, Sistema General de Unidades de Medida,
el significado de los simbolos y abreviaturas utilizados en esta Norma es el siguiente:

4.1. DPD.- N,N-dietil-p-difenildiamina.



4.2. mg/L.- Miligramos por litro.

4.3. mL.- Mililitros.

4.4. mm.- Milimetro.

4.5. NMP.- NUmero mas probable.

4.6. ORP.- Potencial de éxido-reduccion.
4.7. pH.- Potencial de hidrégeno.

4.8. ppm.- Partes por millon.

4.9. UTN.- Unidad de turbidez nefelométrica.
5. Disposiciones especificas

Los propietarios o responsables de albercas deberan observar que las instalaciones de la alberca cumplan con los
requisitos sanitarios siguientes, a fin de evitar riesgos a la salud de los usuarios:

5.1. Se debera contar con procedimientos de operacion, limpieza y mantenimiento de las albercas.

5.1.1. Registrar en bitacoras las actividades de limpieza y mantenimiento de las albercas y los resultados de los analisis
que se realicen.

5.2. Contar con un procedimiento de contingencias para dejar la alberca fuera de servicio en caso de accidentes o
condiciones poco salubres del agua hasta lograr que se restablezcan las condiciones sanitarias.

5.3. Establecer un reglamento de medidas de seguridad y proteccion de salud de los usuarios y colocarlo a la vista del
publico.

5.4. Prohibir el ingreso de mascotas a la alberca.
5.5. Se debe contar con servicios sanitarios yregaderas en el area de albercas.
5.5.1. Servicios sanitarios con insumos higiénicos (papel sanitario y jabon).

5.6. Las paredes, pisos de la alberca, asi como los accesorios que estén dentro de ésta, deben estar libres de presencia
de moho ybiopelicula y ser de acabado sanitario.

5.7. La alberca debe tener circulacion de agua durante su operacién y en caso de recirculacién debera contar con equipo
de filtracion.

5.8. Se debe garantizar una renovacion minima diaria del agua del 5% en cada alberca.

5.9. Una vez vaciadas las albercas deberan recibir mantenimiento exhaustivo mediante el tallado y abrasion del piso y
paredes, asi como la adicion de una solucion de cloro a 100 ppm o0 100 mg/L. Incluyendo el resane de grietas y aplicacion de
pintura epdxica en caso de requerirlo.

5.10. El mantenimiento de filtros, equipos y accesorios debera realizarse en forma periédica segun recomendaciones del
fabricante y contar con el registro de esta actividad.

5.11. La alberca no debe contener mas de 10 unidades de materia flotante por metro cuadrado del total de su superficie,
misma que debe serretenida en una malla de aproximadamente 1 cm de abertura.

5.12. El agua de la alberca debera ser desinfectada previamente a su uso y cumplir con lo sefialado en el cuadro 1.

Cuadro 1. Limites permisibles de parametros fisicoquimicos y microbioldgicos, método de deteccion y frecuencia minima
de muestreo del agua de alberca.

Parametro Limite Permisible Método de Deteccion Frecuencia de Medicion
pH
6.58.5 Potenciométrico o Cada 4 horas durante el periodo de
colorimétrico operacion, iniciando con la apertura de

servicio al publico.

Turbidez1
5 UTN o penetracion de| Nefelométrico o visual Una vez al dia a mitad del periodo de
luz mayor a 2 m con operacion.
disco Secchi.

Cloro residual libre2

1.0 5.0 mg/L Colorimétrico con reactivolCada 4 horas durante el periodo de
DPD 1 0 amperométrico operacion, iniciando con la apertura de

servicio al publico, para los métodos

>650 milivolts ORP amperométrico y ORP incluir una medicion

con DPD al inicio.




Cloraminas2

0.0- 0.5 mg/L Colorimétrico con reactivo| Semanal
DPD 3
Bromo residual libre3
2.06.0 mg/L Colorimétrico con reactivo|Cada 4 horas durante el periodo de
DPD 1 o amperométrico operacion, iniciando con la apertura de

servicio al publico, para los métodos
amperométrico y ORP incluir una medicién
con DPD al inicio.

>650 milivolts ORP
Bromaminas3
0.0 0.5 mg/L Colorimétrico con reactivo| Semanal
DPD 3

Acido cianurico o isocianuratos clorados2

Alberca no 100.0 mg/L Turbidimétrico con reactivo| Semanal

techada para acido ciandrico o
colorimétrico

Alberca techada 0.0 mg/L

Coliformes fecales5

<40 NMP/100 mL Ver, Apéndice Normativo B. | Bimensual, durante la temporada de uso.

Amebas de vida libre (Naegleria spp, Acanthamoeba spp )4 5

Ausente Ver, Apéndice Normativo A | Bimensual, durante la temporada de uso.
Notas:
1 No aplica para aguas termales que por su naturaleza sean opacas.
2 Aplica solo para albercas en que se utilicen compuestos de cloro como desinfectante.
3 Aplica sélo para albercas en que se utilice bromo como desinfectante.
4 Aplica para albercas con temperatura de agua mayor a 30°C.
5 El método de prueba para el andlisis de estos microorganismos, se incluye en los apéndices.

5.13. Quedan exentas de desinfeccion y de cumplir los parametros fisicoquimicos del cuadro 1, las albercas construidas
por encauce de una corriente superficial o de un manantial, cuando presenten las caracteristicas siguientes:

5.13.1. Las que tengan renovacién de agua por lo menos tres veces al dia durante el horario de servicio, asegurando por lo
tanto ausencia de remolino.

5.13.2. El agua de estas albercas debera muestrearse por lo menos tres veces en un mes, antes del inicio de temporada
de mayor afluencia de visitantes para corroborar que se cumplen los limites permisibles de Coliformes fecales y Amebas de
vida libre especificamente Naegleria spp y Acanthamoeba spp.

6. Control sanitario

6.1. La autoridad sanitaria:

6.2. Podra corroborar en cualquier momento mediante revisién de bitacora que el agua que se utiliza en las albercas se
encuentre dentro de los limites permisibles establecidos.

6.3. Bajo situaciones de contingencia, podra establecer los agentes bioldgicos, quimicos yfisicos, nocivos a la salud que
se deban evaluar; asi como su frecuencia de muestreo.

7. Muestreo y métodos de prueba

7.1. El muestreo de agua para analisis microbiolégico y fisicoquimico debe realizarse conforme a los procedimientos
siguientes:

7.1.1. Los puntos de muestreo deberan ubicarse en la orilla de la alberca, lo mas alejado de los sitios de alimentacion y
salida de agua, donde las paredes sean rugosas ydonde exista la menor movilidad del agua.

7.1.2. Para el analisis de coliformes fecales, la muestra de agua debe ser colectada de 30 a 45 centimetros bajo la
superficie del agua, donde la profundidad es de aproximadamente 1 m, cuando la alberca tenga una profundidad menor a 50
cm la muestra debera tomarse a una profundidad media, en bolsas o recipientes estériles con tiosulfato de sodio, el volumen
minimo de la muestra de agua debe ser de 100 mL yser trasportada al laboratorio en refrigeracién a una temperatura entre 4 y
8°C con un tiempo maximo de preservacion de 24 horas entre la colecta de la muestra y el analisis en el laboratorio. El
analisis debe ser realizado por un laboratorio tercero autorizado conforme al método descrito en el Apéndice Normativo B.

7.1.3. Para el analisis de ameba de vida libre, el volumen minimo la muestra de agua debe ser de 500 mL, la cual debe

ser colectada lo mas alejado posible de la entrada o salida de agua, de 10 a 15 centimetros bajo la superficie del agua, en
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de colectar el material que se pueda desprender. Transportar la muestra al laboratorio en la oscuridad y a temperatura
ambiente, con un tiempo maximo de preservacion de 48 horas entre la colecta de muestra y el andlisis. El analisis debe ser
realizado por un laboratorio tercero autorizado conforme al método descrito en el Apéndice Normativo A.

7.1.4. El andlisis de los parametros fisicoquimicos debe ser en el sitio, colectando la muestra de agua de 5 a 30
centimetros bajo la superficie del agua.

8. Concordancia con normas internacionales

Esta Norma no es equivalente a ninguna norma internacional.

9. Procedimiento de evaluacién de la conformidad

La evaluacién de la conformidad podra ser solicitada por el representante legal o la persona que tenga facultades para
ello, ante la autoridad competente o las personas acreditadas y aprobadas para tales efectos.

10. Bibliografia
10.1. Implementation Guidance for Ambient Water Quality Criteria for Bacteria, EPA, 2002.
10.2. Guidelines for safe recreational water environments. Vol. 2: Swimming pools and similar environments. WHO, 2006.

10.3. Guias para la Calidad del Agua Potable. Volumen 1. Recomendaciones. Organizacién Panamericana de la Salud.
Organizacion Mundial de la Salud. 1995.

10.4. Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. American Public Health Association. 20th Ed.
Washington D.C. 2001. EUA.

10.5. Norma técnica sanitaria para albercas. Secretaria de Salud Publica del Estado de Sonora, 25 de abril del 2003.
11. Observancia de la Norma

La vigilancia del cumplimiento de esta norma corresponde a la Secretaria de Salud y a los Gobiernos de las Entidades
Federativas en sus respectivos ambitos de competencia.

12. Vigencia
Esta norma entrara en vigor a los 60 dias naturales posteriores a su publicacion en el Diario Oficial de la Federacion.
Sufragio Efectivo. No Reeleccion.

México, D.F., a 21 de mayo de 2012.- El Comisionado Federal para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios y Presidente
del Comité Consultivo Nacional de Normalizacion de Regulacion y Fomento Sanitario, Mikel Andoni Arriola Pefalosa.-
Rubrica.

Apéndice Normativo A
Aislamiento e identificacion de Naegleria spp y Acanthamoeba spp
A.1. Objetivo
Aislar e identificar a amebas del género Acanthamoeba spp y Naegleria spp en muestras de agua de uso recreativo.
A.2. Campo de aplicacion

Este método aplica a muestras de agua provenientes de albercas o balnearios.
A.3. Fundamento

Este método se basa en el aislamiento primario de amebas del género Acanthamoeba y Naegleria en cultivos
monoaxénicos, para posteriormente realizar una resiembra en la cual se realizan las pruebas de enflagelacién y morfologia
microscopica las cuales nos permitiran diferenciar entre ambos géneros, una vez diferenciadas de otras amebas se procede
aincubarlas atemperatura de 43 + 1°C, si éstas continian con su desarrollo a esta temperatura, se reporta la presencia del
género potencialmente patdégeno.

A.4. Materiales y equipo

A.4.1. Recipientes de polipropileno con tapa de rosca de capacidad de 1 000 mL
A4.2. Tubos evergreen con tapa de rosca de capacidad de 50 mL

A4.3. Pipetas transfer estériles

A4.4. Jeringas desechables

A4.5. Asas bacteriologicas estériles desechables

A4.6. Cajas de Petri

AA4.7. Varillas de vidrio en forma de L

A4.8. Tubos de vidrio 13 x100 mm

A49. Gradillas para tubos 13 x100 mm

A4.10. Gradillas para tubos evergreen

A.4.11. Recipiente rojo para punzocortantes

A4.12. Estufa de incubacion para temperatura de 37°C yde 43+ 1°C
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RA44.19. reiyerauul

A.4.14. Centrifuga

A.4.15. Campana de flujo laminar

A.4.16. Microscopio invertido

A.5. Reactivos

A5.1.  Agar No Nutritivo (agar NN)

A5.2. Agua destilada estéril

A.5.3. Cultivo de Escherichia coli (E. coli) desarrollado en caldo nutritivo
A.5.4. Hipoclorito de Sodio

A.6. Preparacion del medio de cultivo, agar NN/E. coli

Cepa Escherichia coli. (E. coli), tomar una azada de E. coli en tubo con caldo nutritivo e incubar a una temperatura de 37°C
de 18 a 24 horas. Trascurrido el tiempo de incubacion tomar de 2 a 3 gotas del medio yagregarlas en el centro de una caja de
agar NN.

Realizar una distribucion uniforme sobre el agar, para lo cual se utiliza una varilla de vidrio estéril en forma de L, una vez
realizado esto permitir que el caldo nutritivo con la E. coli se seque sobre la superficie del agar NN en una atmdsfera estéril.

A.7.Preparacion de la muestra

Una vez que la muestra se recibe en laboratorio y cumple con las condiciones de aceptacion de muestras, se refrigera a
una temperatura entre 2 y 8°C por al menos 30 minutos.

A.8. Descripcion del método de prueba

Después de ftranscurrido el tiempo sacar el recipiente del refrigerador, se agita y se toma una alicuota de
aproximadamente 50 mL y centrifugar en un tubo evergreen a 2 500 RPM durante 10 minutos. Decantar el sobrenadante en
campana de flujo laminar, depositar de 2 a 3 gotas del sedimento, en el centro de una caja de agar NN/E. coli, con una pipeta
estéril transfer, agitar levemente la placa con movimientos rotatorios sin retirarla de la superficie de la mesa. Las cajas ya
inoculadas se incuban a una temperatura de 37°C durante un periodo de observacién de 7 dias, durante este lapso de tiempo
se examinan diariamente en el microscopio invertido en bisqueda de trofozoitos y quistes caracteristicos de los géneros
Naegleria y Acanthamoeba, los trofozoitos son identificados debido a que tienen un movimiento de contraccién y expansion en
su vacuola alimenticia la cual es refringente a la observacion microscépica. Una vezlocalizados los trofozoitos sefialar el sitio
con un marcador y realizar una resiembra recortando un cuadro pequefio del medio con una asa bacteriologica estéril y
pasarlo a otra caja con medio de agar NN/E. coli, el pequefio cuadro de agar recortado se coloca en forma invertida con
respecto a la superficie de la nueva caja de agar NN/E. coli.

A.8.1. Prueba de enflagelacion

La resiembra se examina al microscopio invertido en busqueda de trofozoitos o de una probable contaminaciéon con
hongos que en caso de presentarse, la caja debe de ser descartada y solicitar nueva muestra. Si la caja presenta desarrollo
de trofozoitos, en una campana de flujo laminar se agregan de 2 a 3 mL de agua destilada estéril, incubandola por un periodo

de 2 horas a una temperatura de 37°C. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién la caja se examina en el microscopio
invertido en busqueda de trofozoitos biflagelados caracteristicos de Naegleria.

Los trofozoitos que sean localizados microscépicamente, observar su forma y si presentan locomocion. Acanthamoeba
presenta trofozoitos en forma de estrella y sin movimientos de locomocion perceptible, en el

caso de Naegleria presentan movimientos de locomocidén rapido tanto en su trofozoito biflagelado como en su forma
ameboidea, es importante identificar sélo un par de flagelos en el caso de Naegleria ya que existen otros géneros de amebas
que tienen de 3 a 4 flagelos. Una vezrealizadas estas observaciones anotar el género de las amebas identificadas.

A.8.2. Incubacioén de la muestra

Las cajas que son identificadas con uno o ambos géneros de amebas (Acanthamoeba o Naegleria), proceder a
incubarlas a una temperatura de 43 + 1°C por un periodo de 24 horas, transcurrido este tiempo examinar al microscopio
invertido en busqueda de trofozoitos viables los cuales son identificados mediante el movimiento de su vacuola alimenticia.

A.9. Interpretacion de resultados

Las cajas que presentan desarrollo de trofozoitos en forma de estrella o de erizo sin movimiento de locomocién
perceptible o lento con una vacuola contractil, con una prueba de enflagelacion negativa y continden viables en su desarrollo a
una temperatura de 43 + 1°C, se reportan positivas al género Acanthamoeba spp.

Las cajas que presentan desarrollo de trofozoitos en forma semiovalada con movimientos de locomocién rapido, con una
vacuola contractil, con una prueba de enflagelacién positiva y continten viables en su desarrollo a una temperatura de 43 +
1°C se reportan como positivas al género Naegleria spp.

Las cajas que no presentan desarrollo de trofozoitos en los 5 dias de incubacion a 37°C, se reportan ausente.
A.10. Glosario de términos y abreviaturas

Ademas de lo especificado en la Norma Oficial Mexicana NOM-008-SCFI-2002, Sistema General de Unidades de Medida,
el significado de los simbolos y abreviaturas utilizados en este método es el siguiente:

A.10.1. AVL = Amebas de vida libre
A.10.2. ANN = Agar no nutritivo

A.10.3. SNN = Sistema nervioso central



A.10.4. RPM=Revoluciones por minuto
A.11. Referencia bibliografica
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Apéndice Normativo B
Determinacion de bacterias coliformes fecales. Método del nimero mas probable (NMP)
B.1. Introduccién

Las bacterias coliformes definidas como bacilos Gram negativos, no esporulados, aerobios o anaerobios facultativos, que
a 35°C fermentan la lactosa con produccion de gas, son un grupo heterogéneo compuesto por varias especies. Existe poca
evidencia que indique que estas bacterias coliformes pertenezcan a un solo género taxonémico. La falta de certeza en cuanto
a su filiacién taxonémica y la imprecisa correlacion entre los métodos recomendados para la deteccion de coliformes han
presentado problemas. El primero, es que Escherichia coli es aceptada como bacteria coliforme, la especie contiene variantes
que no producen gas o lo hacen después de 48 horas, por lo que no se les identifica por medio de este método. Segundo, la
capacidad de fermentar la lactosa esta frecuentemente asociada a genes localizados en plasmidos. Estos determinantes
extracromosomales son facilmente transferidos entre otras bacterias Gram negativas no relacionadas a las coliformes, que
pueden, en consecuencia, ser recuperadas en la etapa inicial del analisis. No obstante en la practica, la técnica ha
demostrado su efectividad.

El método se basa en que las bacterias coliformes, fermentan la lactosa incubadas a 35 + 1°C durante 24 a 48 horas,
resultando una produccion de acidos ygas el cual se manifiesta en las campanas de fermentacion.

B.2. Simbolos y abreviaturas

Ademas de lo especificado en la Norma Oficial Mexicana NOM-008-SCFI-2002, Sistema General de Unidades de Medida,
el significado de los simbolos y abreviaturas utilizados en este método es el siguiente:

B.2.1. cm centimetro

B.2.2. pH potencial hidrogeno
B.2.3. mm milimetro

B.2.4. mL mililitro

B.2.5. N normal

B.2.6. NMP numero mas probable
B.2.7. Ib/plg2 libra por pulgada cuadrada
B.2.8. h horas

B.2.9. °C grado Celsius

B.210. % por ciento

B211. = mas o menos

B.212. < menor que

B.2.13. pum micrémetro

B.3. Medidas de seguridad y control de calidad

Seguir las indicaciones precautorias que se sefialan en el apartado de preparacion de medios de cultivo.
Recomendaciones generales previas al analisis de la muestra:

B.3.1. Homogeneizacion de la muestra.

Las muestras en recipientes con un espacio vacio (de al menos 2.5 cm), pueden homogeneizarse por inversion rapida 25
veces. Las muestras que tengan de 2/3 a 3/4 de lleno, deberan agitarse 25 movimientos de arriba hacia abajo en un arco de
30 cm, para asegurar una unidad analitica representativa.

B.3.2. Condiciones de prueba.
Trabajar en condiciones asépticas en un area limpia ydescontaminada.
Todo el material que esté en contacto con la muestra debe estar estéril.

El laboratorio debe tener implementado un sistema de control de calidad para asegurar la confiabilidad de los resultados.



B.4. Equipo, medios de cultivo y materiales

Los reactivos que a continuacién se mencionan deben ser grado analitico. Cuando se indique agua debe entenderse

como agua destilada con pH cercano a la neutralidad.

B.4.1. Equipo

B.4.1.1. Horno para esterilizar que alcance una temperatura minima de 170°C.

B.4.1.2. Incubadora que evite variaciones mayores a 0.5°C con termdmetro calibrado y/o verificado.

B.4.1.3. Incubadora con recirculacion de agua que evite variaciones mayores a 0.5°C con termémetro calibrado y/o

verificado.

B.4.1.4. Termdmetro de maximas y minimas.

B.4.1.5. Autoclave que alcance una temperatura minima de 121 + 1.0°C, a 15 Ib/plg>.

B.4.1.6. Potenciémetro con una escala minima de 0.1 unidades de pH a 25°C.

B.4.2. Medios de cultivo.

B.4.2.1 Caldo lauril sulfato triptosa (medio de enriquecimiento selectivo).

Ingrediente Medio de concentracion 1.5 Medio de concentracion
Sencilla
Triptosa 30.0¢g 20.0¢g
Lactosa 7549 50g9
Fosfato dipotasico 4125¢ 275¢
Fosfato monopotasico 41259 275¢
Cloruro de sodio 7509 509
Lauril sulfato de sodio 0.15g 019
Agua destilada 1.0L 10L

Disolver los componentes en 1 L de agua, calentando si es necesario o cuando utilice medio de cultivo deshidratado
seguir las instrucciones del fabricante.

Ajustar el pH de tal manera que después de la esterilizacion éste sea de 6.8 + 0.2 a 25°C.

Distribuir en volumenes de 10 ml el medio de concentracion sencilla en tubos con dimensiones de 16 x 160 mm y de 20
ml el medio de concentracion 1.5 en tubos de 20 x 200 mm, cada tubo debe tener campana de fermentacién (Durham)
invertida.

Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 121 + 1.0°C a 15 Ib/plg>.
Almacenar en refrigeracion el medio una vez preparado.
Las campanas de fermentacion no deben contener burbujas de aire una vezatemperadas después de la esterilizacion.

Alternativamente a las campanas de Durham, adicionar purpura de bromocresol a una concentracion de 0.01 g/L al caldo
de lauril triptosa, la producciéon de acido se observara por el vire de este indicador.

B.4.2.2. Caldo EC

Ingrediente Medio de concentracion sencilla
Triptosa 20.0g
Lactosa 509
Fosfato dipotasico 4049
Fosfato monopotasico 159
Cloruro de sodio 509
Mezcla de sal de bilis 159
Agua destilada 1.0L

Disolver los componentes en 1 L de agua, calentando si es necesario. Cuando se utilice medio de cultivo deshidratado
seguir las instrucciones del fabricante.

Distribuir en volimenes de 10 mL en tubos con dimensiones de 16 x 160 mm, cada tubo debe tener campana de
fermentacion (Durham) invertida.

Ajustar el pH de tal manera que después de la esterilizacion éste sea de 6.9 + 0.2 a 25°C.
Esterilizar en autoclave por 12 minutos a 121 + 1.0°C a 15 Ib/plg?.

Almacenar en refrigeracién el medio una vez preparado.

R4 3 Materiales



B.4.3.1. Pipetas bacteriolégicas de 10y 1 mL (0 sies necesariode 11 y2 mL), con tapén de algodon. Las pipetas pueden
ser graduadas en volumenes iguales a una décima de su volumen total.

B.4.3.2. Frascos de vidrio de 250 mL con tapon de rosca.

B.4.3.3. Tubos de cultivo de 20 x200 mm y 16 x 160 mm con tapones metalicos o de rosca.
B.4.3.4. Campanas de fermentacion (tubos de Durham).

B.4.3.5. Gradillas.

B.4.3.6. Asa de platino o nicromel de 3 mm de diametro.

Todo el material que tenga contacto con las muestras bajo estudio debe esterilizarse mediante:
Horno durante 2 horas a una temperatura de 170 a 175°C 6 1 hora a 180°C.

Autoclave durante 15 minutos como minimo a 121 & 1.0°C a 15 Ib/plg?.

El material de vidrio puede sustituirse por material desechable que cumpla con las especificaciones. No debe utilizarse
material de vidrio dafiado por esterilizaciones repetidas y éste debe ser quimicamente inerte.

B.5. Procedimiento
B.5.1. Coliformes totales, presuntivo

Inoculacion. Agitar la muestra y transferir volimenes de 10 mL a cada uno de los 5 tubos de la primera serie con 20 mL de
caldo lauril sulfato triptosa de concentracion 1.5y 1.0 mL y0.1 mL de muestra a cada uno de los tubos de la segunda ytercera
serie de 5 tubos respectivamente con 10 ml de caldo lauril sulfato triptosa.

Incubacién. Incubar los tubos a 35°C, durante 24 + 2 h y observar si hay formaciéon de gas, en caso contrario, incubar por

48 £ 2 h.
B.5.2. Coliformes fecales, confirmativo.

De cada tubo que muestre hidrélisis del medio o formacion de gas, agitar y tomar una azada, procediendo a sembrar en
un numero igual de tubos con medio EC. Incubar en incubadora con recirculacion de agua a 44.5 + 0.2°C por 24 + 2 h,
observando que el tiempo entre la inoculacion yla colocacidn de los tubos en el bafio no exceda de 30 minutos y que el agua
de incubacion cubra por entero al medio de cultivo en los tubos.

B.6. Expresion de los resultados

Considerar los tubos del procedimiento confirmativo en que se observe formacion de gas después del periodo de
incubacion requerido ybuscar el NMP en la Tabla. Numero mas probable (NMP) en series de cinco (5) tubos.

B.7. Consideraciones generales.
Cuando so6lo una dilucion muestra tres tubos positivos, elegir ésta ylas diluciones mayores posteriores.

Cuando mas de una dilucién muestra tres tubos positivos y la ultima da menos de tres, elegir esta ultima y las dos
diluciones anteriores mas bajas.

Cuando en ninguna dilucion hay tres tubos positivos y éstos se encuentran en mas de tres diluciones, seleccionar las dos
diluciones mayores positivas yla siguiente.

Cuando los tubos positivos s6lo se encuentran en la muestra sin diluir (10 mL) yen la primera dilucién (1 mL), seleccionar
las tres primeras diluciones para el calculo del nUmero mas probable.

En cada caso se obtiene un numero de tres cifras, lo cual es representado en la Tabla. Numero mas probable (NMP) en
series de cinco (5) tubos. En la columna que indica el nUumero de tubos positivos se busca el indice del NMP.

La técnica de NMP puede admitir gran cantidad de variaciones. Los resultados obtenidos con esta técnica deben ser
utilizados con precaucion.

La precisién del analista debera estar dentro de un 5% y entre analistas 10%.
B.8. Informe de prueba

NMP COLIFORMES FECALES/100 mL.
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