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1. Definiciones, siglas, abreviaturas y acrénimos
Definiciones

e Agua cruda: es el agua natural que no ha sido sometida a tratamientos para su
potabilizacion.

o Agua para consumo humano: es aquella que, por cumplir las caracteristicas fisicas,
quimicas y microbiolégicas, en las condiciones sefaladas en las normas que la
reglamenten, es considerada como apta para consumo humano. Se utiliza en bebida
directa, en la preparacion de alimentos o en la higiene personal [1].

e Agua tratada: agua sometida a operaciones unitarias y procesos que implican
tratamientos fisicos y quimicos sobre el agua cruda, cambiando sus caracteristicas
iniciales y optimizandolas para hacerla apta para consumo humano.

¢ Andlisis microbiolégico del agua: son los procedimientos de laboratorio que se
efectian a una muestra de agua para consumo humano para evaluar la presencia o
ausencia, tipo y cantidad de microorganismos [2].

o Calidad del agua: es el resultado de comparar las caracteristicas fisicas, quimicas y
microbiologicas encontradas en el agua, en relacién con la normatividad vigente que
regula la materia [1].

o Fuente de abastecimiento: depdsito o cuerpo de agua superficial o subterranea,
utilizada en un sistema de suministro a la poblacion, bien sea de aguas atmosféricas,
superficiales, subterraneas o marinas [1].

o Laboratorio de analisis del agua para consumo humano: es el establecimiento
publico o privado, donde se realizan los procedimientos de analisis de las caracteristicas
fisicas, quimicas y microbiolégicas del agua para consumo humano [1].

e Mapa de riesgo: instrumento que define las acciones de inspeccion, vigilancia y control
del riesgo asociado a las condiciones de calidad de las cuencas abastecedoras de
sistemas de suministro de agua para consumo humano, las caracteristicas fisicas,
quimicas y microbioldgicas del agua de las fuentes superficiales o subterraneas de una
determinada region, que puedan generar riesgos graves a la salud humana si no son
adecuadamente tratadas, independientemente de si provienen de una contaminacion
por eventos naturales o antrépicos [1].

e Medio de cultivo selectivo: solucion liquida o gelatinosa que contiene nutrientes y
factores de crecimiento que favorecen el crecimiento especifico de cierto tipo de
microorganismos y evita o minimiza el desarrollo de bacterias diferentes al
microorganismo de interés.
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o Persona prestadora que suministra o distribuye agua para consumo humano
(persona prestadora): son aquellas que, acorde con la Ley 142 de 1994, suministran
agua para consumo humano tratada o sin tratamiento [1]

¢ Pruebas bioquimicas: conjunto de ensayos quimicos realizados con base en las
propiedades metabdlicas de cada tipo de bacteria con la finalidad de identificarlas; esta
determinacion generalmente se evidencia por un cambio visible en el medio de cultivo.

¢ Riesgo: probabilidad que un agente biolégico o una sustancia quimica produzca o
genere una alteracién a la salud como consecuencia de una exposicion al mismo [1].

o Validacion de métodos de ensayo: es el proceso de caracterizacién primaria del
método de ensayo por el cual se establece, mediante estudios de laboratorio, que las
caracteristicas de desempefio del método cumplen con los requisitos para las
aplicaciones analiticas previstas. Se lleva a cabo para métodos propios o modificados.

¢ Verificacion de métodos de ensayo: es el proceso por el cual se ejecuta una segunda
caracterizacién del método en un laboratorio especifico y se genera evidencia objetiva
de que los requisitos especificados en la caracterizacion original han sido cumplidos y
el método puede ser ejecutado bajo las condiciones evaluadas. Se lleva a cabo para
meétodos estandar previamente validados.

¢ Vigilancia de la calidad del agua para consumo humano: es el conjunto de acciones
periddicas realizadas por la autoridad sanitaria o por las personas prestadoras que
suministran o distribuyen agua para consumo humano, para comprobar y evaluar el
riesgo que representa a la salud publica la calidad del agua distribuida por los sistemas
de suministro de agua para consumo humano, asi como para valorar el grado de
cumplimiento de las Buenas Practicas Sanitarias [1]

Siglas, abreviaturas y acrénimos

e AVP: Aios de Vida Perdidos

¢ CRA: Comision Reguladora de Agua Potable y Saneamiento

o DANE: Departamento Administrativo Nacional de Estadistica

e DRSP: Direccion de Redes en Salud Publica

o EDA: Enfermedad Diarreica Aguda

e ICBF: Instituto Colombiano de Bienestar Familiar

¢ INS: Instituto Nacional de Salud

e |SO: Organizacion Internacional para estandarizacion (en inglés International
Organization for Standardization ISO)

¢ |VC: Inspeccion, Vigilancia y Control

¢ LNR: Laboratorio Nacional de Referencia

e LSP: Laboratorio de Salud publica

e LSPD: Laboratorio de Salud Publica Departamental o Distrital
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o MUG: 4-metiumbelliferil B-D-glucuronidasa

o NMP: Numero Mas Probable.

e OMS: Organizacion Mundial de la Salud

¢ OPS: Organizacion Panamericana de la Salud

o ONGP: orto-nitrofenil-p-D-galactopiranosido

o PDA: Plan Departamental de Aguas

¢ PICCAP: Programa Inter laboratorio del Control de Calidad de Agua Potables

e PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

o SIVIGILA: Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica

o SIVICAP: Sistema de Informacion de la Vigilancia de Calidad del Agua Potable

o SM: Métodos estandar para el analisis de agua y aguas residuales (Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater, por sus siglas en inglés SM)

e SSPD: Superintendencia de Servicios Publicos Domiciliarios

¢ UNICEF: Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia, siglas en inglés.

2. Objetivos de la guia

o Describir los criterios técnicos basicos para definir los ensayos a realizar en muestras
de agua cruda y tratada destinadas a consumo humano, segun el objeto del analisis,
incluyendo indicadores convencionales de calidad y patégenos de importancia en salud
publica asociados a transmision hidrica.

¢ Precisar los fundamentos técnico - cientificos y lineamientos de las principales técnicas
de ensayo de laboratorio, empleadas para el analisis bacterioldgico de calidad de agua
para consumo humano, teniendo en cuenta la implementacion de estandares de calidad.

o Describir las generalidades normativas asociadas al monitoreo de calidad de agua para
consumo humano en Colombia

¢ Contribuir como documento técnico referente del proceso analitico para la vigilancia y
control de calidad de agua en el pais.

3. Alcance

La presente guia esta dirigida como material de consulta para el personal asistencial,
técnico y profesional que ejecute los métodos de ensayo en laboratorios que realicen
evaluacion, vigilancia y control de calidad bacteriolégica del agua para consumo humano,
como autoridades sanitarias departamentales, distritales, municipales, laboratorios de
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salud publica, de prestadores y particulares que deseen implementar los procedimientos
aqui descritos.

4. Nota aclaratoria

Este documento se considera un breve compendio de las principales y mas recientes
publicaciones sobre la materia a nivel mundial y se presenta como un resumen de la
informacion técnico - cientifica de importancia para el sector. La informacion aqui registrada
es un aporte emitido por el Instituto Nacional de Salud de Colombia y no representa
obligatoriedad por parte de ninguna entidad. Asi mismo, su omision o desconocimiento no
genera incumplimiento, sancidn o implicaciones legales. No sustituye las indicaciones
provistas por legislacién, documentos estandar o normas técnicas nacionales e
internacionales asociadas a laboratorios de ensayo de calidad bacteriolégica de agua para
consumo humano.

Si a futuro se presentan cambios en la normatividad aqui relacionada, se realizaran los
respectivos ajustes y complementos considerando los cambios efectuados, y se publicara
una nueva version.

“El agua contaminada puede transmitir enfermedades como la diarrea, el célera, la disenteria, la fiebre tifoidea
y la poliomielitis. Se calcula que unas 842 000 personas mueren anualmente a causa de diarrea como
consecuencia de la insalubridad del agua, de un saneamiento insuficiente o de una mala higiene de las manos.
Sin embargo, esta afeccion es prevenible y la muerte de unos 361 000 nifnos menores de cinco afos se podria
prevenir cada ano si se abordaran estos factores de riesgo”

OMS, 2019 w

5. Introduccion

El agua es un recurso esencial, por tanto, disponer de un abastecimiento continuo, seguro
y suficiente genera bienestar en el desarrollo de una comunidad. Su abundancia y amplia
disponibilidad no implica que resulte totalmente apta para consumo, pues las
caracteristicas propias del agua y el efecto de las actividades antrépicas en su naturaleza
han hecho de éste un recurso escaso y vulnerable, exponiendo asi a la poblacion a riesgos
prevenibles.

.} I
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De esta manera, el monitoreo de las caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas que
se puedan evaluar en el agua destinada a consumo humano, mediante el uso de métodos
estandarizados, definiran parcialmente el nivel de riesgo para la salud humana [1]. No
obstante, es importante considerar que la vulnerabilidad difiere segun las etapas de la vida
en las que se encuentren los individuos expuestos, siendo los menores de 5 afos, adultos
mayores e individuos con compromiso inmune, aquellos con mayor riesgo a enfermar por
condiciones asociadas a deficiencia en su calidad [3].

Se ha llegado a asociar que la carga de morbilidad por EDA corresponde hasta en 94% a
la ausencia de un recurso hidrico de calidad [4]. En paises con economias de ingresos
bajos y medios, los problemas de calidad de agua llegan a causar enfermedad diarreica en
un porcentaje hasta 150 veces mayor con respecto a los casos reportados en paises con
economias de ingresos altos. Ademas, se calcula que los AVP por habitantes en estas
regiones por enfermedad diarreica puede llegar a ser incluso cinco veces mayor en nifios
de 0 a 5 afios con respecto al resto de la poblacion [4], por esto, la distribucidn de agua
apta para consumo humano, el adecuado monitoreo y la vigilancia sanitaria de los procesos
relacionados, se consideran medidas costo efectivas en salud publica, ya que ayudan a
reducir la carga de morbilidad originada por causas asociadas [5].

En Colombia, dadas las caracteristicas geogréaficas que
limitan el acceso a algunas regiones y la falta de acueducto

"En un analisis por

en zonas rurales, es comun que para algunas poblaciones
sus fuentes de consumo de agua procedan principalmente de
pozos sin bomba, jagley, agua superficial, agua lluvia, carro
tanque o aguatero, exponiendo a la poblacién a riesgos
microbioldgicos y fisicoquimicos prevenibles asociados a
este tipo de fuentes denominadas no mejoradas.

Segun el mas reciente informe de carga de enfermedad
ambiental en Colombia, realizado por el Observatorio
Nacional de Salud del INS, el consumo de agua no mejorada
es considerada un factor de riesgo para diarrea (OR: 1,9 a

enfermedad se observé
gue para EDA, el 50,2%
de la carga de
enfermedad es atribuible
aaguainsegura, el 26,6%
a problemas de
saneamientoy el 22,4%
al lavado de manos. De
forma combinada la carga
de EDA en Colombia se
atribuye a estos tres
factores de riesgo
ambiental enun 68.2%."

INS, 2019

S

2,5). En cuanto a la carga de enfermedad atribuida al agua se reporté que el 51,1% de las
muertes por EDA estan asociadas a consumo de agua de calidad insuficiente,
principalmente a los grupos de edad extremos, con 22 departamentos donde esta fraccion
atribuible supera el 85%, como el caso de Narifio (94,5%), Vichada (92,45%), Caldas
(86,6%), Huila (85%) y Choco (85%). Para EDA, el 50,2% de la carga de enfermedad es
atribuible a agua insegura, el 26,6% a problemas de saneamiento y el 22,4% a la deficiencia
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en el lavado de manos. De forma combinada la carga de EDA en Colombia se atribuye a
estos tres factores de riesgo ambiental en un 68,2% [6].

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, favorecer el acceso a agua para
consumo humano segura reduce la exposicién de la poblacion, lo que puede impulsar el
crecimiento econdmico de un pais y contribuir a la reduccion de la pobreza, al convertirlos
en individuos econdmicamente mas productivos que incurren en menos gastos médicos.
Asi mismo, fortalecer los programas de control y vigilancia asegura la trazabilidad de los
procesos y facilita la identificacion del o los patégenos implicados en brotes, mejorando asi
los registros por enfermedades relacionadas con agua insegura. De esta manera, el apoyo
brindado por los laboratorios de calidad de agua en la ejecucién de programas de control
o vigilancia, mediante la ejecucion de ensayos analiticos aportara informacién sobre la
calidad de agua, favoreciendo la generacion de estrategias que reduzcan el impacto en
salud para la poblacion; garantizando asi intervenciones oportunas que facilitaran el
proceso de toma de decisiones en la cadena productiva del agua.

6. Monitoreo de calidad de agua
6.1. Directrices a nivel mundial

Existen diferentes entidades y comunidades que brindan directrices
en cuanto a calidad de agua para consumo humano, entre las que
cabe resaltar la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Unién
Europea (UE), la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados
Unidos (EPA) y el Consejo Nacional de investigacion Médica y de
Salud de Australia. De manera general todas las entidades presentan
lineamientos con base en sus condiciones locales y dictan las pautas
para la ejecucion de los analisis de calidad del agua para consumo
humano en su region. Fuente: propia

Los lineamientos implementados en un pais no pueden ser transferidos a otro, pues los
requerimientos de calidad pueden variar segun el contexto medioambiental, social,
econdmico, cultural y dietético de cada regién, por lo que es indispensable que de manera
independiente se identifiquen los aspectos de interés prioritarios, como la capacidad
técnica y econdmica para dar cumplimiento a los requerimientos. Pese a las diferencias, el
disefio e implementacion de la normatividad asociada en cualquier lugar del mundo debe
procurar que la poblacién acceda a agua con la mejor calidad posible.

N, I
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La OMS, presenta recomendaciones generales, con el fin de estandarizar el aseguramiento
de calidad del agua para consumo a la que tienen acceso en diferentes regiones del mundo.
Dentro de la cuarta y ultima version de su guia para la calidad del agua de consumo
humano, presenta estrategias de gestion de riesgo que buscan garantizar la seguridad del
abastecimiento de agua por medio del control de los componentes con potencial efecto en
salud [7]; de esta manera, plantea abordar el tema desde una perspectiva preventiva, cuya
gestion conduzca a la implementacion de un marco para la seguridad del agua para
consumo, que incluya de manera general: la descripcion de metas de proteccién de la
salud, planes de seguridad del agua y la implementaciéon de un sistema de vigilancia
independiente, de manera que se asegure un plan de trabajo intersectorial con el fin de
minimizar efectos adversos en la salud de la poblacion.

MARCO PARA LA SEGURIDAD DEL AGUA PARA CONSUMO

Contexto de salud publica
y resultados en salud

A

7'y

Metas de proteccién de la salud
\

v

Planes de seguridad del agua

Evaluacion . Gestidn
Monitoreo y

del sistema comunicacion

(

v

Vigilancia

Fuente: OMS [7]

Figura 1. Marco para la seguridad del agua para consumo

Dentro del plan de seguridad del agua se encuentra la evaluacion y gestion de riesgos en
el sistema de abastecimiento, asegurando infraestructura suficiente, monitoreo constante,
planificacion y gestion efectivas, respaldado por la normatividad local y monitoreado por la
autoridad sanitaria correspondiente. Ademas de la verificacién o monitoreo de la calidad
del agua para consumo y la gestion y comunicacion de los aspectos clave identificados en
los procesos descritos con anterioridad.

N, I
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El prestador debe monitorear constantemente las fuentes, entendiendo que deben conocer
las condiciones del agua que ingresa en sus sistemas de abastecimiento mediante una
caracterizacién constante de la fuente de captacion, que permita determinar la presencia y
cantidad de microorganismos patégenos presentes en el agua captada, esto debido a la
dinamica de la contaminacion generada ya sea de forma natural o por intervencién
antropogénica. Dada la ubicacién geografica y condiciones ambientales de algunos paises
el acceso a fuentes de abastecimiento es limitado, por lo que se debe asegurar que en
caso de tener presencia de microorganismos patégenos, se establezcan programas de
monitoreo permanentes para aplicar correctivos adecuados y verificar que el tratamiento
sea efectivo respecto a su remocién [7], asi como fomentar medidas que mitiguen la
contaminacion en la fuente en un trabajo conjunto con la autoridad ambiental que
corresponda. También, es importante conocer el comportamiento epidemiologico de las
enfermedades asociadas a transmision hidrica endémicas de la region, con el fin de reducir
el impacto en salud publica y mejorar las condiciones de la comunidad. Por esta razén se
recomienda que la persona prestadora trabaje en conjunto con las entidades territoriales
de salud, conociendo de primera mano la realidad epidemioldgica de su comunidad.

Las recomendaciones dadas por las guias internacionales como la OMS, UE, EPA, entre
otras, son la base para que cada pais disefie sus propios planes y establezca sus valores
de referencia, priorizando aquellos aspectos endémicos caracteristicos de la region,
adaptados a las circunstancias y condiciones locales, basado en metas realistas y viables
econdmicamente para toda la poblacidén, aplicable tanto a grandes sistemas de
abastecimiento como pequefias comunidades. En el anexo 1 del presente documento se
describen algunos criterios de calidad bacteriologico dispuestos diferentes paises.

Teniendo en cuenta la informacién de los principales documentos y guias de calidad de
agua a nivel internacional y nacional, el presente documento se constituye como un breve
compendio de las principales y mas recientes publicaciones sobre la materia a nivel
mundial.

6.2. Antecedentes y marco normativo de la vigilancia y control de la calidad
del agua de consumo humano en Colombia

La calidad del agua potable es un tema de interés general a nivel mundial por su impacto
en la salud de la poblacion, es asi como el término de vigilancia de la calidad del agua para
consumo se introduce en 1976 por la OMS, como la “evaluacién y examen, de forma
continua y vigilante, desde el punto de vista de la salud publica, de la inocuidad y
aceptabilidad de los sistemas de abastecimiento de agua de consumo”; en este sentido, y
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con el propésito de proteger la salud publica, se debe tener en cuenta que en la vigilancia
y el control de la calidad del agua, se diferencian claramente las funciones y
responsabilidades de los prestadores de los servicios de acueducto y las autoridades
sanitarias responsables de la vigilancia.

La proteccién y control de la calidad del agua en Colombia, esta enmarcada en diversos
documentos normativos que buscan garantizar la integridad de su cadena productiva,
incluyendo desde la conservacion de los recursos naturales implicados en su nacimiento
hasta su disposicion final.

La Constitucion Politica de Colombia, declara en varios de sus articulos el compromiso del
estado en la proteccion de la diversidad e integridad del ambiente, lo que incluye areas
naturales de importancia ecolégica propias del territorio nacional donde surgen fuentes
hidricas (Art 79), asi mismo declara su compromiso para cubrir las necesidades
insatisfechas en salud, educacién, saneamiento ambiental y de agua potable priorizando
planes y presupuesto nacional y territorial para estos fines (Art 366) [8]. Presupuesto que
segun el Sistema General de Participaciones descrito en la Ley 715 de 2001, favorece la
destinacion especifica de recursos para el sector de agua potable y saneamiento basico

[9].

Asi mismo, el codigo sanitario nacional, declarado en el marco de la
Ley 9 de 1979 presenta en su primer titulo, medidas sanitarias
asociadas a la proteccion del ambiente, donde se incluye la
regulacién de actividades asociadas a fuentes de agua, con el fin de
asegurar la conservacion del recurso y dar un punto de inicio para el
desarrollo de normas de proteccion de calidad, facultando asi al
Ministerio de Salud para establecer las caracteristicas deseables y *
admisibles que deben tener las aguas para efectos de control

sanitario, enfocado en el mejoramiento de sus caracteristicas

naturales para alcanzar estandares de suficiencia y aptitud para

consumo [10]. Fuente: Propia

Por su parte, y dando continuidad a lo mencionado con anterioridad, se abre la puerta para
que posteriormente en la Ley 142 de 1994, en el marco del régimen de los servicios
publicos domiciliarios se declare como esencial la prestacion del servicio de acueducto o
servicio domiciliario de agua potable, incluyendo la distribucién municipal de agua apta para
consumo humano, su conexion y medicion, asi como las actividades complementarias
asociadas al ciclo productivo como la captacién de agua, su procesamiento, tratamiento,
almacenamiento, conduccion y transporte [11].
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La vigilancia de la calidad del agua en Colombia inicia de manera voluntaria en 1994;
posteriormente, para dar cumplimiento al articulo 44 del Decreto 475 de 1998 se genera
en el afo 2001 el sistema SIVICAP vy se realiza un programa voluntario, en prueba piloto
hasta junio de 2007, alli se consolidaba la informacion enviada al INS por parte de los LSPD
con los resultados de los analisis fisicoquimicos y microbiolégicos de las muestras de agua.
Es a partir del 2007 que el registro en el SIVICAP se vuelve obligatorio con el Decreto 1575
de 2007 y la Resolucion 2115 del mismo afo, de los actuales Ministerios de Salud y
Protecciéon Social y Vivienda, Ciudad y Territorio, que reglamentan el sistema de
informacion SIVICAP[1], [2].

Teniendo en cuenta lo anterior, ademas de la obligacién que tiene la persona prestadora
del servicio publico de acueducto de garantizar el suministro de agua apta para el consumo
humano, se encuentra la obligacidén que tienen las direcciones departamentales y
municipales de salud, de ejercer la vigilancia a la calidad del agua distribuida a la poblacion
en sus areas de influencia. Lo anterior, se materializa con la recoleccién y analisis de
muestras que realizan las autoridades sanitarias denominadas muestras de
vigilancia y las muestras de control que son tomadas por la persona prestadora. Las
muestras de vigilancia se reportan por las autoridades sanitarias en el SIVICAP y las
muestras de control se reportan al Sistema Unico de Informacién (SUI) por parte de los
prestadores, en los términos y plazos establecidos por parte de la Superintendencia de
Servicios Publicos Domiciliarios (SSPD).

En la actualidad, la informacion de la vigilancia de la calidad del agua es reportada en linea
por parte de las autoridades sanitarias departamentales, municipales (categorias especial,
1, 2y 3) y distritales, a través de la versién web de SIVICAP, sistema en el cual se reporta
la informacién de la calidad del agua del pais, con la generacién de varios indicadores e
instrumentos como: el indice de Riesgo de la Calidad del Agua para Consumo Humano
(IRCA), el indice de Riesgo Municipal por Abastecimiento de Agua para Consumo Humano
(IRABAm), el indice de Riesgo por Abastecimiento de Agua por Persona Prestadora
(IRABApp), el indice de Tratamiento (IT), el indice por Continuidad (IT), el indice de Riesgo
por Distribucion en el municipio (IRDm), las Buenas Practicas Sanitarias (BPS) y el mapa
de riesgo de la calidad del agua (ver figura 2).

El SIVICAP cuenta con un numero importante de usuarios directos representados en las
autoridades sanitarias en sus distintas areas (salud ambiental, laboratorio de salud publica,
Secretarias de Salud Municipales, areas de vigilancia, entre otras) y un numero mayor de
usuarios indirectos, entre los cuales se encuentran 6rganos nacionales (ej. Congreso,
Ministerios), entidades de control (ej. SSPD, Procuraduria General de la Nacion,
Contraloria General de la Republica, Personeria, Veedurias) ciudadanos, comunidades,
universidades, organizaciones y agremiaciones, entre otros, que usan a diario la
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informacion e indicadores generados a través del SIVICAP para la toma oportuna de
decisiones en sus respectivos ambitos de competencia y acorde con los hallazgos o
resultados de la vigilancia de la calidad del agua reportada en cada uno los municipios.

De otra parte, segun lo establecido en el articulo 3 de la Resolucion 811 de 2008 del
Ministerio de Salud y Proteccion Social y Ministerio de Vivienda, Ciudad y Territorio, las
muestras deben ser tomadas en puntos concertados entre la persona prestadora del
servicio publico de acueducto y la autoridad sanitaria sobre la red de distribucion, para que
se haga efectiva la toma de muestras. La persona prestadora debe realizar la
materializacién de dichos puntos mediante la construccion de cajillas a través de las cuales
se instala un grifo o dispositivo conectado directamente a la red de distribucion que permita
la toma de la muestra.
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Constitucion politica de Colombia. Ley 9 de 1979. Ley 715 de 2001

Decreto
1575/2007;

Resolucidn
2115/2007;

Resolucidn
0811/2008;

Guia técnica de
la Res. 0811;

Resolucidn
082/2009;

Resolucidn
4716/2010;

Resolucidn
549/2017;

Resolucidn
622/2020

SIVICAP - INS

VIGILANCIA DE LA
CALIDAD DEL AGUA RED
DISTRIBUCION Y
APROVISIONAMIENTO

[ INSPECCION SANITARIA ]

Acciones de IVC Autoridades Sanitarias

*IRCApp
IRCA muestra
Resultados muestras IRCA mpal.
analizadas IRCA Urb. Rur.
IRCA Dptal.
IRCA Nal.
IRCAespecial |
7 +
o *Concepto
[ BPS ]_I_ sanitario de la
lanta
IRABAppP planta
(indice de 7__
Continuidad-IC —‘—* .,
e indice de Certificacién

tratamiento-IT)

( IRABAM ]

( IRDm ]

MAPAS DE RIESGO SIST.
ABASTECIMIENTO Y RED DE
DISTRIBUCION

PP

Certificacion
municipal |

IRCA especial

-
[ MAPA DE RIESGO ]
\

BPS: Buenas Practicas Sanitarias (Inspeccién sanitaria); IRCA: indice de Riesgo de la Calidad del Agua; IRABA: indice de
riesgo por abastecimiento de agua para consumo humano (IRABAm: municipal o IRABApp: por persona prestadora);
IRDm: indice de Riesgo por Distribucién en el Municipio

USUARIOS DE LA INFORMACION

Minsalud
Minvivienda — VAS
Minambiente
SSPD
Senado de la Republica
Contraloria General de la Republica
Procuraduria General de la Nacion
Defensoria del Pueblo
Gobernadores
Secretarias Departamentales,
Distritales y Municipales de salud
Alcaldias
PDA
Prestadores
ICBF
DANE
CRA
UNICEF
OMS/OPS
Ciudadania
Juzgados Administrativos
Veedurias
Otros

Fuente: Propia - INS (DRSP)

Figura 2. Estructura general del marco regulatorio de agua para consumo humano en Colombia
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7. Responsables del control y vigilancia del agua para consumo humano en
Colombia

Segun el decreto 1575 de 2007, la vigilancia y control de la calidad del agua para el
consumo humano, es el conjunto de acciones periodicas realizadas por la autoridad
sanitaria y por las personas prestadoras que suministran o distribuyen agua para consumo
humano, para comprobar y evaluar el riesgo que representa a la salud publica la calidad
del agua distribuida por los sistemas de suministro, asi como para valorar el grado de
cumplimiento de las Buenas Practicas Sanitarias.

Las autoridades responsables de la vigilancia realizan acciones de IVC sanitaria de la
calidad del agua en sus respectivas jurisdicciones; su principal responsabilidad es
promover el mejoramiento de la calidad del abastecimiento de agua mediante auditorias y
seguimientos periodicos, para ello recopilan medios de prueba que soporten lo consignado
en los formularios de IVC de la calidad del agua, requieren informacién adicional, imponen
medidas de control y sanitarias y articulan las acciones con el plan territorial respectivo.
Los principales responsables son las autoridades sanitarias departamentales, distritales y
municipales correspondientes. Con respecto a las entidades con rol institucional de control
de calidad del agua, su principal responsabilidad es asegurar las practicas operativas,
evaluar los sistemas y mediante un monitoreo estricto de su producto garantizar el
suministro de agua segura, continua y suficiente a la poblacion. Los principales
responsables de su ejecucion son las entidades prestadoras de servicios, que de acuerdo
con la ley 142 de 1994 suministran agua para consumo mediante acueductos o sistemas
de aprovisionamiento de agua para consumo humano mediante soluciones alternativas.

La responsabilidad de los prestadores es exigible hasta el punto donde se encuentren
instalados dispositivos para regular o medir el agua consumida por los usuarios, lo que se
conoce como la red publica de acueducto, hasta donde la tuberia ingrese a propiedad
privada o hasta donde se encuentren llaves de paso ubicadas por los prestadores como
punto final de la red de distribucién. A partir de este punto, la responsabilidad de los
usuarios es mantener en condiciones sanitarias adecuadas las instalaciones de
distribucién y almacenamiento de agua para consumo humano a nivel intradomiciliario, lo
que incluye asegurar el mantenimiento y conservacién locativa, realizando el lavado y
desinfeccion de sus tanques de almacenamiento y redes internas, como minimo cada seis
(6) meses, ademas de mantener en adecuadas condiciones de operacion la acometida y
las redes internas domiciliarias para preservar la calidad del agua suministrada.
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Las responsabilidades de cada uno de los entes nacionales o territoriales con relacion al
tema de calidad de agua para consumo humano se describen al detalle en el decreto 1575
de 2007 y se resumen a continuacion en la figura 3.

. I



SINS

Control y vigilancia
de la calidad del agua
para consumo humano

y doméstico en el pais

Decreto 1575 de 2007
y Decreto 1898 de 2016.

Etapas claves en el desarrollo
de la vigilancia en el suministro
del agua y estrategias
para mejorarla, OMS 1976, 1997

Analisis calidad
deizgua

La vivienda y of agus

501 de todo

Minvivenoal

Politicas, programas, proyectos y
regulacion para acceso de la poblacion a
agua potable y saneamiento basico.
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recursos naturales.
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f

La salud i
‘ U

Promueve la salud publica, con politicas y
estrategias de intervencién colectiva e
individual, involucran al sector salud y
otros sectores.

» A través del Sistema Nacional de Inspeccion, Vigilancia y Control sanitario (IVC)

* Reglamenta y asiste técnicamente a municipios cuando se requieran,

* Define los criterios para evaluacion del agua y las actividades minimas de los

planes y programas de reduccion de riesgo.
« Consolida el informe nacional de agua para Colombia y
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e
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.
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* Diligencia SIVICAP

* Vigila los laboratorios contratados por el acueducto, a través del LDSP
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Captacion de agua cruda, procesamiento,
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almacenamiento, conduccion y
y distribucién municipal de agua para el
consumo humano.
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* Realiza los procesos quimicos

de tratamiento del agua

Confederscitn

‘@

Otros N
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sanitarias adecuadas, instalaciones de
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para consumo humano y coordinar
acciones integrales de mejora en el pais.

COTSA, Coordinando la gestion intersectorial, para Iz toma de
decision sobre la gestion del agua para consumo humano a nivel
territorial.

Usuarios

Fuente: Propia - INS

Figura 3. Responsables del control y vigilancia del agua para consumo humano
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8. Calidad bacteriolégica del agua
8.1. Monitoreo de calidad bacteriolégica del agua

La determinacion de los diferentes parametros depende del objeto del analisis y el tipo de
agua a analizar. La necesidad de monitorear diferentes indicadores o patégenos definen el
tipo de caracterizacion que se debe realizar. Si la finalidad de la muestra de agua remitida
al laboratorio es realizar vigilancia, se deben analizar los microorganismos indicadores
definidos por la normatividad vigente segun lo descrito en las figuras 5 y 6.

Si el agua remitida al laboratorio de salud publica es destinada a consumo humano, es
imperativo conocer si proviene de una fuente que se haya relacionado con brotes
epidemiolégicos por enfermedades de origen hidrico, de manera que se dé prioridad al
monitoreo de los patégenos asociados.

En la figura 4, se presenta un resumen general de un arbol de decision donde se describe
cémo proceder para definir el tipo de microorganismos a identificar en una muestra de agua
(cruda/tratada).

Tanto para monitoreo de control por parte de la persona prestadora como el monitoreo de
vigilancia por parte de la autoridad sanitaria, los valores maximos aceptables asi como la
frecuencia y el numero minimo de muestras a analizar estan dados por lo descrito en la
normatividad nacional vigente, en este caso definida por la poblacién atendida, el contexto
abastecido y el sistema de distribucion de agua, para zona rural o urbana, segun
corresponda [2], [12]. Los microorganismos patdgenos se definen segun lo identificado en
los mapas de riesgo para cada fuente que abastece la fuente de suministro.
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ARBOL DE DECISION PARA EJECUCION DE ANALISIS BACTERIOLOGICO DE MUESTRAS DE AGUA CRUDA/TRATADA

¢El agua es destinada a consumo humano?

® 4

¢Se han reportado brotes asociados a éCdal es la finalidad
consumo de agua contaminada? del andlisis?
| !
@ Informacién para
mapa de riesgos
Identificar el tipo de agua l
| P .
i 1 ——* Identificacidn de patégenos
Agua cruda Agua tratada l
— Validacion del proceso 2 . . .
Seleccionar los organismos a monitorear basado en:
- Posibles fuentes de contaminacién en el cuerpo de agua captada
— H 1 a T . s . P . . .
Monitoreo operacional para potabilizacién, derivadas de las actividades socioeconémicas
- Informacion epidemioldgica
— Monitoreo de control ® — Monitareo de control ® - Impacto en salud publica
— Monitoreo de vigilancia — Monitoreo de vigilancia ®
- Seguimiento mapa de riesgos © '~ Seguimiento mapa de riesgos ©

Fuente: Propia

a La persona prestadora define que ensayos realizar segun las caracteristicas de sus sistemas de tratamiento
bLos lineamientos para estos monitoreos estan dados por las resoluciones 2115 de 2007 y 622 de 2020
¢ Segun la caracterizacion de la cuenca abastecedora y lo definido en el mapa de riesgo

Figura 4. Arbol de decision para analisis bacteriolégicos de agua
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MONITOREO DE CONTROL
PERSONA PRESTADORA

Resolucion 2115 de 2007/ Resolucion 622 de 2020 *

ji

Bacterias heterdtrofas (opcional)

Sustrato definido (Enzim
Filtracién por membrana
Presencia - ausencia

Coliformes totales

> .
—  Escherichia coli *

———» * Filtracién por membrana

Otros * >

Segun el microorganismo

é

< 1,0 microorganismos en 100 cm?3
0 UFC en 100 cm?
Ausencia en 100 cm?

a- sustrato)

<100 UFC en 100 cm?

> .

Definido en el mapa de riesgo

Figura 5. Monitoreo de control - persona prestadora (segun la normatividad
vigente)

MONITOREO DE VIGILANCIA
AUTORIDAD SANITARIA

Resolucién 2115 de 2007/ Resolucién 622 de 2020 *

#7*

Escherichia coli * —

Coliformes totales —
Filtracion por membrana
Presencia - ausencia

Otros * > .

Sustrato definido (Enzima- sustrato)

Segun el microorganismo

O~

* < 1,0 microorganismos en 100 cm?
0 UFC en 100 cm?

Ausencia en 100 cm?

Definido en el mapa de riesgo

Figura 6. Monitoreo de vigilancia - autoridad sanitaria (segun la normatividad
vigente)

Con respecto al monitoreo y evaluacion del proceso de potabilizaciéon, no hay
lineamientos nacionales al respecto, por o que se sugiere que, segun la calidad de
de tratamiento empleado, se definan
internamente los valores esperados para cada indicador y se realicen monitoreos
constantes que permitan verificar la efectividad de su proceso. A continuacion, se

agua de la fuente abastecedora y el sistema

presentan los indicadores sugeridos para estos monitoreos segun la OMS.

MONITOREO Y EVALUACION DEL PROCESO DE POTABILIZACION

Guia de calidad de agua de consumo humano. OMS (4 Ed: 2018)

.

— Bacterias heterétrofas ———» Vernumeral7.2.3 —» Indicador de la eficacia de la desinfeccion

Indicador de la eficacia de la desinfeccion y de los procesos

“ Clostridium perfringens —» Ver numeral 7.24 ——»
de remocion fisica de virus y protozoos

L p

Figura 7. Monitoreo y evaluacién del proceso de potabilizacion (Guia OMS)
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MONITOREO EN SISTEMAS DE DISTRIBUCION

Guia de calidad de agua de consumo humano : OMS (4 Ed: 2018)

Indicador de la efectividad de los procesos de desinfeccion y de la

| Bacterias heterotrofas Ver numeral 7.2.3 limpieza e integridad de los sistemas de distribucién

— | Coliformes totales ——— Vernumeral 7.2.2 —» + Indicador de limpieza e integridad de los sistemas de distribucion

Figura 8. Monitoreo en sistemas de distribucion (Guia OMS)

8.2. Microorganismos indicadores

Son empleados para verificar la calidad microbiolégica del agua para diferentes fines, entre
ellos:

- Monitorear la presencia de contaminacion fecal
- Indicar la eficacia de los procesos asociados a la potabilizacion
- Controlar la integridad y limpieza de los sistemas de distribucion

Para ser considerados indicadores, los microorganismos deben cumplir los requisitos
mencionados a continuacion [7]:

- Ser microorganismo de origen fecal, en este caso, ser parte de la microbiota
intestinal de animales de sangre caliente.

- No multiplicarse en aguas naturales pero permanecer en ellas

- Estar ausente en agua para consumo humano y presente cuando la fuente contiene
microorganismos patégenos de interés en salud publica; en cuyo caso debe estar
presente en mayor cantidad que estos.

- Responder de manera similar a los microorganismos patégenos ante los
tratamientos.

- Ser relativamente inocuo, reduciendo asi el riesgo de exposicion de los analistas.

- Ser detectable por métodos rapidos, selectivos, cuantificables y de bajo costo.

La presencia de microorganismos indicadores se asocia con la presencia de
microorganismos patégenos. Sin embargo, su ausencia no asegura en todos los casos la
ausencia de estos, ya que algunos microorganismos presentan mayor adaptacion a
condiciones adversas y resistencia a desinfectantes.
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Los valores maximos aceptables para dichos microorganismos dependen principalmente
de los objetivos establecidos por los entes reguladores nacionales, de acuerdo con las
condiciones locales. El monitoreo debe ser constante, y suele realizarse por la persona
prestadora y por entes que ejercen responsabilidades de IVC [19].

Se emplean diferentes tipos de microorganismos para distintos fines, segun la OMS se
sugiere el monitoreo de las diferentes fases del proceso, segun el objetivo a verificar
diferenciado en operacional o de control / vigilancia. A continuacion, se presentan las
bacterias sugeridas a monitorear:

Tabla 1. Microorganismos indicadores sugeridos por la OMS

Tipo de monitoreo

Microorganismo Validacion del proceso Operacional (?o_ntrol_/
Vigilancia
E. coli (o .
. . . Indicador
coliformes No aplicable No aplicable fecal

termotolerantes)

Indicador de limpieza e
Coliformes totales No aplicable integridad de los sistemas No aplicable
de distribucién

Indicador de la efectividad
Recuento de Indicador de la eficacia de los procesos de .
organismos : L desinfeccion y de la No aplicable

. de la desinfeccion _— . .

heterotréficos limpieza e integridad de los

sistemas de distribucion

Indicador de la eficacia

de la desinfeccion y de

los procesos de No aplicable No aplicable °

remocion fisica de virus
y protozoos

Clostridium
perfringens 2

Fuente: OMS [7]

@ Segun el tipo de tratamiento empleado

® Se puede emplear cuando se conoce que las fuentes estan contaminadas con protozoos
intestinales, como indicador indirecto de la presencia de Giardia spp. y Cryptosporidium
spp. 0 en general cuando hay sospecha de contaminacion fecal.

8.2.1. Coliformes termotolerantes y Escherichia coli

E. coli es por excelencia el indicador de contaminacion fecal para verificar la calidad de
agua debido a su presencia inequivoca en el intestino humano y de los animales de sangre
caliente, donde usualmente es inocuo. Por su parte, los coliformes termotolerantes suelen
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ser empleados como alternativa a la determinacion de E. coli en agua en algunas
circunstancias en las que la determinacion directa no es posible; su monitoreo brinda un
alto grado de seguridad, debido a que su presencia es inminente en aguas contaminadas
con materia fecal, ya que se componen predominantemente de E. coli.

En general los coliformes termotolerantes, son microorganismos capaces de fermentar
lactosa a 44 — 45 °C. E. coli particularmente tiene la capacidad de producir Indol a partir de
triptéfano o por la produccion de las enzimas B-galactosidasa y B-glucuronidasa [14]. No
obstante, existen microorganismos con mayor resistencia a condiciones ambientales y a
las tecnologias empleadas en el marco de los tratamientos de potabilizacion, por lo que su
ausencia no implica que el agua este completamente libre de bacterias patégenas, de esta
manera, se recomienda mantenerlo en el control e incluir microorganismos mas resistentes
como complemento al monitoreo [15].

E. coli o cualquier coliforme termo tolerante debe estar ausente en cualquier caso en 100
ml de muestra analizada correspondiente a agua destinada para consumo, agua que
ingresa al sistema de distribucion o agua dispuesta en el sistema de distribucion. En caso
de que se detecte E. coli en cualquiera de los puntos mencionados con anterioridad se
deben tomar acciones inmediatamente e investigar el origen [7]. Si se obtienen resultados
positivos para coliformes se deben realizar los ensayos de confirmacion pertinentes segun
el método empleado [13]. En algunos paises se dictan las directrices puntuales sobre cdmo
proceder en caso de obtener resultados positivos, responsabilizando a la persona
prestadora de apoyar a las autoridades sanitarias en la vigilancia de cualquier posible brote
asociado al consumo de agua contaminada [15].

Métodos de analisis: se realiza en 100 ml de muestra, empleando diversas técnicas
basadas principalmente en la evidencia del desarrollo microbiano mediada por la
produccion de acido y gas a partir de la lactosa o de la produccion de la enzima B-
glucuronidasa cuando se emplean medios selectivos (ver numeral 8). Se pueden emplear
conforme a lo descrito por la normatividad vigente: técnicas de filtracidén, sustrato
enzimatico o presencia - ausencia, también existen métodos para determinacién por
numero mas probable, técnicas moleculares o inmunolégicas [13].

Por lo general se pueden analizar por métodos econémicos y simples, que se pueden
ejecutar en un laboratorio basico de analisis microbiolégico con las debidas precauciones
de bioseguridad. Cada laboratorio establece qué método de ensayo desea emplea segun
sus condiciones particulares. Algunos de los métodos estandarizados para determinacion
de E. coli y coliformes termotolerantes en agua para consumo humano incluyen, pero no
se limitan a los descritos a continuacion:
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o |SO 9308-1:2014/AMD 1:2016. Water quality — Enumeration of Escherichia coli
and coliform bacteria — Part 1: Membrane filtration method for waters with low
bacterial background flora — Amendment 1

o |SO 9308-2:2012. Water quality — Enumeration of Escherichia coli and coliform
bacteria — Part 2: Most probable number method

e |SO 9308-3:1998/COR 1:2000. Water quality — Detection and enumeration of
Escherichia coli and coliform bacteria — Part 3: Miniaturized method (Most
Probable Number) for the detection and enumeration of E. coli in surface and waste
water — Technical Corrigendum 1

o US. EPA. Method 1604:2002. Total Coliforms and Escherichia coli in Water by
Membrane Filtration Using a Simultaneous Detection Technique (MI Medium)

e AOAC INTERNATIONAL 991.15 (18th Ed. Rev 2) For the detection and
enumeration of total coliforms and E coli in water

e SM. 2017 (23rd Ed.) 9211 B. Seven hours Fecal coliform test.

e SM. 2017 (23rd Ed.) 9221. Multiple tube fermentation technique for members of
the coliform group.

- 9221 C. Standard total coliform fermentation technique. Estimation of
bacterial density + 9221 F. Escherichia coli procedure using fluorogenic
substrate 6 9221 G. Other Escherichia coli procedures.

- 9221 D. Standard total coliform fermentation technique. Presence-Absence
(P-A) Coliform test. + 9221 F. Escherichia coli procedure using fluorogenic
substrate 6 9221 G. Other Escherichia coli procedures.

- 9221 E. Thermotolerant (fecal) coliform procedure.

e SM. 2017 (23rd Ed.) 9222. Membrane filter technique for members of the coliform
group.

- 9222 B. Standard total coliform membrane filter procedure using ENDO
Media + Confirmacion de coliformes termotolerantes o confirmacion E. coli.

- 9222 D. Thermotolerant (fecal) coliform membrane filter procedure

- 9222 G. Partitioning thermotolerant coliforms from MF total coliform using
EC broth.

- 9222 H. Partitioning E. coli from MF total coliform uing EC-MUG Broth.

- 9222 |. Partitioning E. coli from MF total coliforms using NA-MUG Agar.

- 9222 J. Simultaneous detection of total coliform and E. coli by dual-
chromogen membrane filter procedure.

- 9222 K. Simultaneous detection of total coliform and E. coli by
fluorogen/chromogen membrane filter procedure.

o 9222 B. Standard total coliform membrane filter procedure

e SM. 2017 (23rd Ed.) 9223. Enzyme substrate coliform test

e EPA 40 CFR 141.21.
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8.2.2. Coliformes totales

Grupo amplio de bacilos Gram negativos, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae,
aerobios y anaerobios facultativos, no esporulados, que incluye bacterias termo tolerantes
y bacterias de origen fecal, asi como microorganismos que pueden ser aislados de fuentes
ambientales, de manera que su presencia no indica obligatoriamente contaminacion fecal
en la muestra [13]. Son comunes en regiones tropicales y suelen estar presentes en casi
todos los sistemas de abastecimiento que no cuentan con tratamiento. Bajo condiciones
de laboratorio, los coliformes totales se desarrollan en medios de cultivo que contengan
lactosa a una temperatura entre los 35 °C a 37 °C en un lapso de 18 a 48 horas, el
crecimiento se identifica por la produccion de acido y gas a partir de la fermentacion de la
lactosa. Son bacterias oxidasa negativos, reductores de nitrato y crecen en presencia de
sales biliares [7].

Los géneros pertenecientes al grupo coliforme son: Escherichia spp., Klebsiella spp.,
Enterobacter spp. y Citrobacter spp., recientemente se han incluido otros géneros como
Serratia spp. y Hafnia spp. [7]. La presencia de coliformes en el agua indica fallas en los
procesos de potabilizacién o contaminacién en las redes de distribucidn, donde crecen
formando biopeliculas. Su presencia puede alertar a la persona prestadora con el fin de
mejorar las condiciones de operacion [13]. Se encuentran ampliamente en sistemas de
abastecimiento rurales, sobre todo en regiones tropicales. Su presencia debe alertar sobre
la busqueda de E. coli o coliformes termotolerantes, reduciendo asi el riesgo de consumo
de agua contaminada [16].

La mayoria de las normas internacionales requieren ausencia de coliformes totales al
menos en el 95% de las muestras analizadas en el sistema de distribucion. No obstante,
cuando se emplean como indicador de eficiencia del tratamiento se espera ausencia en el
100 % de las muestras, en caso de obtener resultados positivos se deben realizar las
correcciones respectivas (Ver anexo 1 del presente documento).

Métodos de analisis: Se realiza en 100 ml de muestra, empleando diversas técnicas
basadas principalmente en la evidencia del desarrollo microbiano mediada por la
produccion de acido a partir de la lactosa o de la produccion de la enzima B-galactosidasa,
empleando medios selectivos. Se pueden emplear conforme a lo descrito por la
normatividad vigente: técnicas de filtracion, sustrato enzimatico o ausencia-presencia,
también existen métodos para determinacién por numero mas probable o técnicas
moleculares [13](Ver numeral 8).

Generalmente se pueden analizar por métodos econémicos y simples, que se pueden
ejecutar en un laboratorio basico de analisis microbiolégico con las debidas precauciones
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de bioseguridad [7]. Cada laboratorio establece qué método de ensayo desea emplea
segun sus condiciones particulares. Algunos de los métodos estandarizados para
determinacion de coliformes totales en agua para consumo humano incluyen, pero no se
limitan a los descritos a continuacion:

o |SO 9308-1:2014/AMD 1:2016. Water quality — Enumeration of Escherichia coli
and coliform bacteria — Part 1: Membrane filtration method for waters with low
bacterial background flora — Amendment 1

o |SO 9308-2:2012. Water quality — Enumeration of Escherichia coli and coliform
bacteria — Part 2: Most probable number method

e |SO 9308-3:1998/COR 1:2000. Water quality — Detection and enumeration of
Escherichia coli and coliform bacteria — Part 3: Miniaturized method (Most
Probable Number) for the detection and enumeration of E. coli in surface and
wastewater — Technical Corrigendum 1

o US. EPA. Method 1604:2002. Total Coliforms and Escherichia coli in Water by
Membrane Filtration Using a Simultaneous Detection Technique (MI Medium)

e AOAC INTERNATIONAL 991.15 (18th Ed. Rev 2) For the detection and
enumeration of total coliforms and E coli in water

e SM. 2017 (23rd Ed.) 9221. Multiple tube fermentation technique for members of
the coliform group
- 9221C. Standard total coliform fermentation technique. Estimation of

bacterial density
- 9221D. Standard total coliform fermentation technique. Presence-Absence
(P-A) Coliform test.

e SM. 2017 (23rd Ed.) 9222. Membrane filter technique for members of the coliform
group.

- 9222 B. Standard total coliform membrane filter procedure using ENDO
Media

- 9222 J. Simultaneous detection of total coliform and E. coli by dual-
chromogen membrane filter procedure.

- 9222 K. Simultaneous detection of total coliform and E. coli by
fluorogen/chromogen membrane filter procedure.

e SM. 2017 (23rd Ed.) 9223. Enzyme substrate coliform test

e EPA 40 CFR 141.21

N, 0 I



SINS

8.2.3. Bacterias heteroétrofas

Su presencia indica deterioro de la calidad del agua tratada. La evaluacion de bacterias
heterétrofas evidencia el contenido general de bacterias en el agua capaces de
desarrollarse y evidenciar crecimiento de colonias visibles en medios nutritivos, sin
inhibidores, bajo unas condiciones establecidas de tiempo y temperatura, generalmente a
22°C y a 37°C para evaluar bacterias relacionadas con origen fecal. No obstante, la
poblacion recuperada puede diferir segun el método y las condiciones aplicadas [7].

Su resultado tiene poca relevancia sanitaria, ya que en el agua pueden estar presentes un
gran numero de microorganismos tanto aerobios como anaerobios, pero solo una pequena
porcién se desarrolla en medios de cultivo artificiales [16]. Sin embargo, puede resultar util
como monitoreo a largo plazo del tratamiento empleado, especificamente en procesos de
coagulacion, filtracion, sedimentacion y desinfeccion, donde el objetivo es mantener los
recuentos lo mas bajos posibles. En algunos casos, la filtracién con arena o el uso de
carbon activado biolégicamente sustenta la proliferacion de este tipo de microorganismos,
pero tratamientos de desinfeccidon como cloraciéon, ozonizacién y radiacion UV reducen su
concentracién [17]. En los casos que el desinfectante residual se reduce, o aumenta la
disponibilidad de nutrientes es mas probable que se favorezca el desarrollo de este tipo de
microorganismos, indicando deterioro del recurso. En plantas de tratamiento, los recuentos
suelen ser bajos, mantener los datos histéricos permite que al visualizar cambios en los
recuentos se generen alertas oportunas en el proceso. En algunos paises se emplea este
indicador para evaluar la integridad de la red de distribucion y la idoneidad del agua para
su uso en industrias alimenticias o de productos de bebida [16].

Métodos de analisis: suelen ser métodos econdmicos, simples, que se pueden ejecutar
en un laboratorio basico de analisis microbiolégico con las debidas precauciones de
bioseguridad. Se requieren temperaturas e incubacion desde los 20°C hasta los 37°C y
periodos de incubacion desde pocas horas hasta siete dias o mas [7]. Cada laboratorio
establece qué método de ensayo desea emplea segun sus condiciones particulares.
Algunos de los métodos estandarizados para determinacién de bacterias heterotrofas en
agua cruda y agua para consumo humano incluyen, pero no se limitan a los descritos a
continuacion:

e SM. 2017 (23rd Ed.) 9215. Heterotrophic plate count
o |SO 6222:1999. Water quality — Enumeration of culturable micro-organisms —
Colony count by inoculation in a nutrient agar culture medium
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8.2.4. Clostridium perfringens

Bacilo Gram positivo, esporulado, anaerobio y sulfitorreductor. Es considerado un
excelente indicador de contaminacion fecal dada su amplia resistencia a condiciones
ambientales como desecacion, ausencia de nutrientes, exposicibn a procesos de
desinfeccion, cambios de pH, temperatura y exposiciéon a radiacién UV, entre otros.
Resistencia mediada por su capacidad de generar esporas [13]. Dadas estas
caracteristicas particulares y su incapacidad para multiplicarse en medios acuaticos es
posible emplearlo como indicador, principalmente de la presencia de microorganismos
protozoarios como quistes de Giardia spp. u ooquistes de Cryptosporidium spp. [7]. No
suele ser usado como indicador en la red de distribucion, ya que dada su alta capacidad
de supervivencia puede ser detectado aun a largas distancias del evento contaminante
generando falsas alarmas [16].

Su presencia en aguas cloradas se asocia a fallas en el proceso de filtracion. Hace parte
de la microbiota intestinal del 13 al 35% de los animales de sangre caliente, incluido el ser
humano, sin embargo, la cantidad de Clostridium perfringens excretada por las heces es
menor con respecto a E. coli [13]. Su monitoreo no esta inlcuido como obligatorio en la
normatividad colombiana, por lo que la informaciéon aqui suministrada es netamente de
consulta técnica.

Métodos de analisis: se pueden ejecutar en un laboratorio basico de analisis
microbioldgico con las debidas precauciones de bioseguridad, siempre que se cuente con
suministros para cultivo de organismos anaerobios. Cada laboratorio establece qué método
de ensayo desea emplea segun sus condiciones particulares. Algunos de los métodos
estandarizados para determinacion de Clostridium perfringens en agua incluyen, pero no
se limitan a los descritos a continuacion:

o |SO 6461-1:1986. Water quality — Detection and enumeration of the spores of
sulfite-reducing anaerobes (clostridia) — Part 1: Method by enrichment in a liquid
medium

o |SO 6461-2:1986. Water quality — Detection and enumeration of the spores of
sulfite-reducing anaerobes (clostridia) — Part 2: Method by membrane filtration

o |SO 14189:2013. Water quality — Enumeration of Clostridium perfringens —
Method using membrane filtration
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8.2.5. Enterococcus spp. y Streptococcus spp.

Cocos Gram positivos, anaerobios facultativos formadores de cadenas, de origen fecal [13].
Los integrantes del género Enterococcus spp. son relativamente tolerantes a medios con
altas concentraciones de cloruro de sodio y pH alcalinos, en su mayoria son de origen fecal
y para fines practicos suelen ser considerados como indicadores especificos de
contaminacion fecal humana [7].

Suelen ser mas resistentes a los procesos de desinfeccion que E. coli u otras bacterias
coliformes, por lo que los enterococos se emplean como un indicador complemento de E.
coli en sistemas de captacién en areas del trépico, donde también se suele emplear como
indicador de la eficiencia del tratamiento [16]. Su monitoreo no esta incluido como
obligatorio en la normatividad colombiana, por lo que la informacién aqui suministrada es
netamente de consulta técnica.

Métodos de analisis: suelen ser métodos econdémicos, simples, que se pueden ejecutar
en un laboratorio basico de analisis microbiolégico con las debidas precauciones de
bioseguridad. Cada laboratorio establece qué método de ensayo desea emplear segun sus
condiciones particulares. Algunos de los métodos estandarizados para determinacion de
Enterococcus spp. y Streptococcus spp. en agua incluyen, pero no se limitan a los descritos
a continuacion:

e SM. 2017 (23rd Ed.) 9230. Fecal Enterococcus /Streptococcus groups
e SO 7899-2: Water quality — Detection and enumeration of intestinal enterococci
— Part 2: Membrane filtration method.

8.3. Microorganismos asociados a transmision hidrica - Patégenos

Lo referido en este numeral es netamente de caracter informativo, por lo que no se
considera necesario que cada prestador analice en su totalidad la presencia de
microorgansimos patégenos en el agua de consumo humano suministrada. Se considera
importante que la autoridad sanitaria conozca las principales bacterias patégenas
asociadas a brotes epidemiolégicos por consumo de agua contaminada y cémo identificar
estos posibles agentes etioldgicos en caso de ser necesario.

La determinacion de patégenos en agua se limita principalmente a su evaluacién en agua
cruda o a su monitoreo puntual en casos de brotes asociados a consumo de agua, debido
a la complejidad de algunos métodos, los altos costos, la oportunidad en la generacion de
resultados, la sensibilidad en la deteccion, el riesgo para los analistas, entre otros, hacen
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que este monitoreo no sea una opcion viable para el control y vigilancia constante de la
calidad del agua en muchos paises.

La ubicacion geografica, en conjunto con el cambio estacionario o el periodo de lluvias y
las actividades antropicas desarrolladas en el area, puede generar alteraciones de calidad
en las fuentes ocasionando mayor o menor exposicion a ciertos patégenos. Por ello,
caracterizar la microbiota presente en las fuentes permite determinar el nivel de exposicion
de la poblacion, ademas de conocer si un proceso es eficaz o no para eliminar los
organismos indeseados.

Existe una amplia variedad de microorganismos patégenos que se pueden encontrar en
medios acuaticos. Sin embargo, la seleccidon del organismo a monitorear se debe realizar
con base en la probabilidad de presencia en la fuente, su impacto en salud publica y de ser
posible, con datos epidemioldgicos asociados a enfermedades de origen hidrico en la
region [7].

La presencia de microorganismos en el agua puede generar diferentes efectos sobre el ser
humano, desde gastroenteritis leves hasta la muerte, la gravedad de la enfermedad
depende en gran medida del potencial patdégeno del organismo, la exposicién y el estado
del hospedero[13]. Las vias de infeccion suelen variar segun el microorganismo, y aunque
la contaminacién oro-fecal suele ser la mas frecuente, algunas bacterias como
Acinetobacter spp., Legionella spp., Burkholderia pseudomallei y micobacterias atipicas
pueden crecer en el agua y en el suelo, por lo que las vias alternas como inhalacién o
contacto directo con la piel 0 mucosas, pueden generar también infecciones importantes
en tracto respiratorio, lesiones en la piel o el cerebro [7]. Estas ultimas se incluyen en el
presente documento dado su impacto en salud publica recientemente reportado en otros
paises.

A continuacion, se listan algunos de los microorganismos con potencial patégeno que se
pueden encontrar en el agua, como se menciono previamente, la seleccion del organismo
a monitorear varia segun la fuente a analizar, entre otros aspectos a tener en cuenta.

8.3.1. Acinetobacter spp.

Es un género ubicuo, que suele estar presente en forma natural en suelos, aguas naturales,
aguas residuales, océanos, sedimentos e incluso areas contaminadas con hidrocarburos.
Es un género conformado por coco bacilos Gram negativos, oxidasa negativos y
estrictamente aerobios. Miden entre 0,9 a 1,6 ym de diametro por 1,5 a 2,5 um de longitud,
su temperatura 6ptima de crecimiento es de 33 a 35°C, pero sobreviven en el ambiente por
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periodos prolongados dada su capacidad de formar biopeliculas [13]. Hace parte de los
microorganismos cuya transmision a través del agua para consumo humano se ha
sugerido, pero no hay pruebas concluyentes al respecto[7].

Importancia en salud: pueden causar enfermedades en poblacion vulnerable como
adultos mayores, neonatos y menores de 5 afos, pacientes con quemaduras o heridas
extensas, pacientes sometidos a tratamientos inmunosupresores, con enfermedades
autoinmunes, en individuos con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) o en
pacientes hospitalizados [13], puede producir infecciones en vias urinarias, neumonia,
meningitis secundaria e infectar heridas complejas [7]. Se ha reportado que cepas de
Acinetobacter baumanii (complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumanii) causan
enfermedades nosocomiales con altas tasas de mortalidad debido a la capacidad de los
microorganismos de adquirir resistencia a multiples antibiéticos [18].

Fuente: son microorganismos ubicuos, se han llegado a identificar en agua para consumo
en unidades médicas y hogares con caracteristicas frecuentes de resistencia a antibiéticos
potencialmente adquiridas en redes de distribucién, que les confieren mayor resistencia a
betalactamasas y sulfonamidas [18]. Este tipo de microorganismos es frecuentemente
encontrado formado biopeliculas en red, en muestras con altas concentraciones de nitratos
[19]. En agua de distribucion se ha evidenciado que corresponden del 1 al 5,5% de los
microorganismos detectados mediante recuento en placa de bacterias heteroétrofas. Suelen
ser microorganismos naturales de la microbiota de la piel humana y en ocasiones del
sistema respiratorio de personas sanas [7].

Vias de exposicion: el contacto con agua para consumo en centros hospitalarios y la
transmision de persona a persona, son las fuentes principales de contaminaciéon para los
pacientes en estado de mayor vulnerabilidad. Se ha asociado también a brotes por uso de
humidificadores de habitaciones. No se relaciona como agente causal de infecciones
gastrointestinales, tampoco se ha considerado que la ingestion de agua con presencia del
microorganismo sea fuente habitual de infeccidon para personas sanas. Sin embargo, es
preciso que para centros hospitalarios o0 donde se encuentre poblacion vulnerable se
evallen medidas para minimizar la exposicion. En las plantas de tratamiento, la
coagulacion vy filtracion pueden remover en gran proporcion la concentracion de
Acinetobacter spp. presente inicialmente en el agua cruda, adicionalmente dada su baja
resistencia al cloro se puede considerar que la presencia de desinfectante residual puede
reducir su proliferacion [7].
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8.3.2. Aeromonas spp.

Bacilos Gram negativos, no esporulados y anaerobios facultativos. El género originalmente
fue ubicado en la familia Vibrionaceae, que también incluia los géneros Vibrio spp.,
Photobacterium spp. y Plesiomonas spp., las investigaciones filogenéticas posteriores
indicaron que el género Aeromonas spp. no esta estrechamente relacionado con los
vibrios, sino con una unidad monofilogenética en el subgrupo -3 de la clase Proteobacterias
[20]. Dadas las conclusiones, fue transferido a una nueva familia las Aeromonadaceae.
Dentro de las especies consideradas de importancia potencial para la salud humana, se
encuentran A. hydrophila, A. sobria y A. caviae [21][22]. Dichas bacterias viven de manera
habitual en el agua dulce, estan presentes en el agua, en el suelo y en algunos alimentos,
especialmente en la carne y la leche [7].

Efectos en salud: el género Aeromonas spp. comprende importantes patégenos humanos
que causan septicemia primaria y secundaria en individuos inmunocomprometidos,
infecciones graves de heridas en individuos sanos y otras afecciones como peritonitis,
meningitis e infecciones de los ojos, las articulaciones y los huesos [7]. La gastroenteritis,
es la manifestacion clinica mas comun, a pesar de tener descritos algunos casos de
gastroenteritis asociada a Aeromonas spp., aun no se ha demostrado si la mayoria de los
aislamientos recuperados de personas sintomaticas son el agente etioldgico [23].

Fuente: las Aeromonas spp. han sido aisladas de suministros clorados de agua potable;
aunque dichas bacterias son susceptibles a la desinfeccion, se ha demostrado que son
capaces de crecer y persistir formando biopeliculas en los sistemas de distribucién de agua
para consumo humano. Se ha comprobado que el contenido de materia organica, la
temperatura, el tiempo de residencia del agua en la red y la baja cantidad de cloro residual
libre, favorecen el tamafo de las poblaciones microbianas. [7][17].

Vias de exposicion: Las infecciones de heridas se han asociado a contacto directo con
suelos y aguas contaminadas con este microorganismo, sobre todo cuando se realizan
actividades acuaticas como la natacion, el buceo, la havegacion recreativa y la pesca. Los
pacientes con inmunosupresion pueden sufrir septicemia originada por Aeromonas spp.
presentes en su propio tracto digestivo [7].

Importancia en el agua para consumo humano: A pesar de que se han aislado con
frecuencia Aeromonas spp. en el agua para consumo humano, la evidencia cientifica no
apoya de manera significativa su transmisién por el agua. El ingreso de Aeromonas spp.
en los sistemas de distribucién se puede minimizar aplicando tratamientos de remocion de
carbono organico, disminuyendo el tiempo de permanencia del agua en los sistemas de
distribucion y manteniendo un nivel adecuado de desinfectante residual. Este
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microorganismo se ha encontrado en redes hospitalarias, donde puede representar riesgo
para individuos con condiciones de salud vunerables, por lo que asegurar un nivel de cloro
residual libre suficientemente alto bajo los criterios normativos es importante. El método de
recuento en placa permite detectar Aeromonas spp., y puede utilizarse como parametro
indicador de la proliferacion de estos microorganismos. El andlisis de E. Coli no debe
utilizarse como indicador de la presencia o ausencia de Aeromonas spp. [7] [17].

En el documento Métodos estandar para el analisis de agua y aguas residuales (Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater, por sus siglas en inglés SM) se
describe un método estandarizado para su determinacion en aguas: SM. 2017 (23rd Ed.)
9260 L. Aeromonas [24].

8.3.3. Burkholderia pseudomallei

Bacilo Gram negativo, tolerante al acido, de lento crecimiento y requerimientos
nutricionales exigentes; frecuentemente hallado en suelo, aguas turbias y predominante en
regiones tropicales. Agente etiolégico de la melioidosis, una enfermedad endémica del
norte de Australia y del sudeste asiatico [7]. Se estima que a nivel mundial anualmente
ocurren cerca de 165.000 casos, de los cuales 89.000 resultan fatales. Se han reportado
casos fuera del territorio asiatico — pacifico por lo que mejorar el seguimiento de la
enfermedad en Colombia se ha convertido en un reto en salud publica, dado que después
de Brasil es el segundo pais en Suramérica en reportar mayor cantidad de casos [25].

Efectos en salud: La melioidosis es una enfermedad pulmonar cuya principal
consecuencia es una neumonia que puede llegar a ser mortal si no es diagnosticada y
tratada oportuna y adecuadamente. También suele generar Ulceras o abscesos en la piel
y tejidos blandos, infecciones genitourinarias, bacteriemia primaria, infecciones
osteoarticulares, abscesos en 6rganos internos y enfermedades neuroldgicas atipicas.
Afecta en gran medida a pacientes con condiciones de base como diabetes mellitus,
enfermedad pulmonar crénica, enfermedad renal crénica, abuso de alcohol, talasemia,
cancer, o con condiciones de inmunosupresion, individuos que pueden complicar su estado
facilmente, pero también puede cursar de manera asintomatica en pacientes sanos. La
temporada de lluvias facilita la adquisicién de la infeccién, el periodo de incubacion es en
promedio de 9 dias [25].

Fuente: sobrevive en aguas con ausencia de nutrientes durante largos periodos de tiempo,
se ha reportado su presencia en aguas con lodo acumulado. Puede llegar a contaminar
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sistemas de abastecimiento. A la fecha no se conoce la dosis minima infecciosa necesaria
para causar infeccion.[7]

Vias de exposicion: la mayoria de las infecciones se generan por contacto de la piel
lacerada con agua contaminada, en menor medida el contagio se asocia a inhalacién o
ingestion. Se han reportado brotes asociados a agua para consumo cuya contaminacién
fue originada tras la sustitucion de tuberias, seguido de fallas en el proceso de cloracion,
por lo que asegurar la integridad de las redes minimiza su presencia [25]. Dada la
naturaleza ubicua del microorganismo, la determinacién de E. coli o coliformes fecales en
agua no es indicador de su presencia o ausencia en el agua analizada [7].

8.3.4. Campylobacter spp.

Son bacilos Gram negativos, espirales y curvados, microaerdéfilos y capnéfilos que poseen
un flagelo polar unico. Campylobacter jejuni es la especie que se aisla con mayor
frecuencia en pacientes con diarrea aguda, también se han aislado cepas de C. coli, C.
laridis y C. fetus en una pequefia proporcion de casos [26]. Las especies
de Campylobacter son ampliamente consideradas como la causa bacteriana mas frecuente
de gastroenteritis en humanos en todo el mundo. Su principal ruta de transmision es la via
oro fecal, a través del consumo de alimentos y agua con contaminacion de origen fecal
[27].

Efectos en salud: C. jejuni se caracteriza por su infectividad en comparacién con otras
bacterias patdégenas; tan solo 1000 microorganismos pueden causar una infeccion. La
mayoria de las infecciones sintomaticas se producen en la lactancia y en la primera
infancia. El periodo de incubacion suele ser de 2 a 4 dias. Los sintomas clinicos
caracteristicos de la infeccién por C. jejuni son dolor abdominal, diarrea, vémitos,
escalofrios y fiebre, también genera meningitis [7], [28]. La infeccién se resuelve de forma
espontanea y desaparece de 3 a 7 dias, algunos de los enfermos no tratados pueden sufrir
recidiva en el 5 al 10% de los casos. Varios informes han asociado la infeccion por C. jejuni
con el sindrome de Guillain-Barre, una enfermedad desmielinizante aguda de los nervios
periféricos [28].

Fuente: se encuentra presente en diversos ambientes siendo el agua una fuente
importante, se ha comprobado que la presencia de estos microorganismos en aguas
superficiales esta fuertemente ligada a las lluvias, la temperatura del agua y la presencia
de aves acuaticas [27]. Los animales silvestres y domésticos, en especial las aves de
corral, las aves silvestres, el ganado y las mascotas son reservorios. Los alimentos,
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incluidas la carne y la leche no pasteurizada, son fuentes importantes de infeccion [7]. Se
han descrito brotes asociados con C. jejuni aislado del agua de los rios y las aguas
subterraneas, se ha aislado del efluente de aguas residuales y aguas de lagunas, lo que
sugiere que el organismo persiste durante algun tiempo en ambientes acuaticos [29]. La
contaminacion fecal de las fuentes de agua por escorrentia de desechos agricolas,
excrementos de aves o salida de aguas residuales y el agua subterranea contaminada,
pueden servir como fuente de inoculacion de las aguas potables con C. jejuni o la
introduccion del organismo en las poblaciones de ganado donde el agua subterranea se
usa como fuente de agua potable y para riego [29][30]. Se ha encontrado que C. jejuni
puede entrar en un estado de supervivencia viable pero no cultivable, estado que
contribuye a que permanezca durante periodos de tiempo prolongados en aguas
superficiales y subterraneas, generando una supervivencia prolongada en condiciones
desfavorables [31].

Vias de exposiciéon: Campylobacter spp es comun en el medio ambiente y se han
registrado brotes transmitidos por el agua. La mayoria de las infecciones se reportan como
esporadicas y los alimentos se consideran la fuente de infeccion mas frecuente. La
supervivencia de C. jejuni en el agua subterrdnea puede estar favorecida por las
condiciones ambientales, el bajo potencial redox, las bajas temperaturas, falta de
exposicion a los rayos UV y la desecacion. La deteccion en aguas subterraneas sugiere
qgue este organismo exhibe un movimiento vertical significativo en el medio ambiente [31],
posiblemente debido a la repulsion electrostatica de la bacteria y las particulas de suelo
cargadas negativamente [32]. Se han detectado brotes ocasionados por el consumo de
agua para consumo humano contaminada y sus fuentes fueron aguas superficiales no
cloradas o cloradas de forma insuficiente y la contaminacibn de embalses de
almacenamiento de agua con heces de aves silvestres [27].

Tanto International Organization for Standarization (1ISO) como el documento Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater describen algunos métodos
estandarizados para su determinacién en aguas, siendo estos: ISO 17995:2019. Water
quality — Detection and enumeration of thermotolerant Campylobacter spp y SM. 2017
(23rd Ed.) 9213 G, Campylobacter [24].

8.3.5. Escherichia coli. STEC

Bacilo Gram negativo, fermentador de lactosa, algunas cepas pueden causar diarrea aguda
[16]. De acuerdo con los factores de virulencia puede clasificarse, identificando su
repercusion en eventos epidemiolégicos. Se han identificado varios tipos de E. coli
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enteropatdgenos y se clasifican segun sus factores de virulencia: E. coli Enterohemorragica
(ECEH), E. coli Enterotoxigenica (ECET), E. coli Enteropatogena (ECEP), E. coli
Enteroinvasiva (ECEI), E. coli Enteroagregativa (ECEA) y E. coli de adherencia difusa
(ECAD), siendo los primeros cuatro serotipos los mas frecuentes [7][33]. Se considera un
agente patégeno que puede ser transmitido a través del agua potable; algunos estudios
reportan multi resistencia a antibioticos por parte de las cepas aisladas en agua para
consumo [34].

Efectos en salud: suelen generar enfermedades extraintestinales graves como
infecciones urinarias, meningitis y bacteriemias. Algunos serotipos de E. coli STEC (ECEH)
como 0157:H7 y O111, producen infecciones gastrointestinales que pueden ser desde muy
leves hasta altamente hemorragicas, generando como consecuencia en algunos casos
sindrome urémico hemolitico (SHU), un padecimiento potencialmente mortal, como
consecuencia de la expresion de la toxina Shiga; puede causar enfermedad con una dosis
minima infectiva hasta de 10 células [35]. Por su parte, E. coli ECET produce toxinas
termolabiles o termoestables que producen una elevada secrecion de electrolitos y agua a
través de la activacion de la adenilato ciclasa y la guanilato ciclasa de los enterocitos,
generando diarrea acuosa, célicos y nauseas. Este grupo es considerado el principal
agente etiolégico de la diarrea del viajero y enfermedad gastrointestinal en menores de 5
afos en paises con economias en desarrollo, donde se han llegado a reportar anualmente
cerca de 21 millones de casos [33]. Por su parte, las cepas de E. coli ECEP generan diarrea
principalmente en lactantes con condiciones de vulnerabilidad [7]. Las cepas de E. coli
ECEI producen episodios diarreicos desde leves hasta hemorragicos, mediados por su
capacidad de invadir y multiplicarse dentro de las células de la mucosa intestinal en el colon
ocasionando la destruccién de estas [33].

Fuente: independientemente del factor de virulencia que las caracteriza, todas las cepas
patdbgenas de E. coli, al ser microorganismos entéricos son detectables en medios
acuaticos, donde son clara evidencia de contaminacion fecal. EI hombre es el principal
reservorio de las especies patégenas de E. coli, excepto de la ECEH, cuyo principal
reservorio es el ganado bovino [13].

Vias de exposicion: contacto persona - persona, via oro — fecal, contacto con animales e
ingesta de agua contaminada. Es importante considerar la proteccion de las fuentes de
abastecimiento de agua con el fin de minimizar el riesgo de contaminacién con residuos
humanos y animales y asegurar un tratamiento eficiente incluyendo procesos de
desinfeccion quimicos. La respuesta de las cepas convencionales (no enteropatégenas)
de E. coli es similar en la mayoria de los casos a la de las cepas enteropatégenas, por ello
los tratamientos y métodos convencionales empleados para su deteccion en aguas son un
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indicativo de serotipos de importancia clinica. Sin embargo, los métodos convencionales
no detectan las cepas de E. coli ECEH [7]

En el documento Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater se
describen algunos métodos estandarizados para su determinacion: SM. 2017 (23rd Ed.)
9260 F. Diarrheagenic Escherichia coli [24]. Se pueden detectar también por técnicas
moleculares.

8.3.6. Helicobacter pylori

Bacteria Gram negativa, micro aerofilica, espiral, movil y capaz de sobrevivir en medios
acidos. La infeccidon ha sido asociada en repetidas ocasiones a limitaciones en el acceso a
agua limpia y adecuadas condiciones de saneamiento. Ha sido detectada en agua para
consumo humano, confirmando que esta puede actuar como un potencial vehiculo de
transmision, sin embargo, el potencial infectivo de estas cepas aun se encuentra en estudio
[36][37][38].

Efectos en salud: se asocia a gastritis cronicas que pueden desencadenar en patologias
crénicas como ulceras que afectan el epitelio intestinal [13]. Su relacion con el cancer
gastrico es un tema de interés que se encuentra en estudio [7].

Fuente: el ser humano es el huésped principal, se encuentra normalmente en el estbmago
y puede generar infecciones asintomaticas. Son comunes las agrupaciones interfamiliares
de casos. Es sensible a condiciones ambientales, pero se ha reportado su supervivencia
hasta tres semanas en biopeliculas y de 20 a 30 dias en aguas superficiales [7].

Vias de exposicion: la contaminacion del ambiente puede ser producto de contacto con
heces de nifos con diarrea o vomito, siendo la transmisién oral-oral y en menor medida
fecal-oral una fuente de contagio [7]. A la fecha no hay relacién entre la presencia de H.
pyloriy E. coli o coliformes fecales, ni con parametros fisicoquimicos en agua para consumo
[39].

Son microorganismos dificiles de cultivar, por lo que se identifican principalmente por
técnicas moleculares o inmunoldgicas.
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8.3.7. Klebsiella spp.

Bacilo Gram negativo, inmovil, anaerobio facultativo, fermentador de lactosa, perteneciente
a la familia Enterobacteriaceae e incluida dentro del grupo de bacterias coliformes totales
[13]. Formado por varias especies, incluidas K. pneumoniae, K. oxytoca, K. planticola, K.
terrigena, las dos primeras especies se han identificado como patdégenos de importancia
clinica. Es comunmente excretada en las heces de los seres humanos y animales de
sangre caliente saludables. Aproximadamente el 60 — 80 % de las cepas de Klebsiella spp.
aisladas de heces humanas son positivas en el test de coliformes termo tolerantes [24].

Efectos en salud: puede generar infecciones oportunistas en tracto genitourinario,
respiratorio y enfermedades gastrointestinales agudas y crénicas, ademas suele
desarrollar una amplia resistencia a los antibiéticos [13]. Su colonizacién en individuos
vulnerables como personas con condiciones de inmunosupresién o en extremos de la vida
puede dar lugar a infecciones masivas [7].

Fuente: se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, en matrices medio
ambientales como suelo, agua y vegetacion en general. Se ha reportado que efluentes de
industrias relacionadas con pulpa de madera, papel, textiles y cafia de azucar pueden llegar
a contener concentraciones entre 10*a 10° por 100 ml, siendo el coliforme predominante
en este tipo de aguas residuales [24].

Vias de exposicion: su transmision se da principalmente por contacto directo persona-
persona y manipulacion de alimentos con manos sucias. La capacidad para formar
biopeliculas facilita su presencia en redes de distribucién y tanques de almacenamiento de
agua potable, sobre todo en aquellos sistemas que cuentan con condiciones de
vulnerabilidad como intermitencia en el servicio, rupturas repetitivas, intervenciones
ilegales de redes o tratamientos inadecuados. Algunas especies se vuelven mas
resistentes al cloro al asociarse a sedimentos, macroinvertebrados, residuos de
organismos o encapsulandose [13]. La ejecucion de un tratamiento efectivo en las plantas
de potabilizacion, reduccion del tiempo de residencia del agua en los sistemas, asi como
la disposicién de desinfectante residual en red, pueden reducir su presencia y proliferacion
[7]. Es un organismo facil de identificar por métodos convencionales para determinacion de
coliformes[24].

I, 2 I



SINS

8.3.8. Legionella spp.

Bacilos Gram negativos, aerobios, no esporulados, de dificil crecimiento que requieren de
L- cisteina para su desarrollo. Miden entre 0,3 a 0,9 ym de didametro por 1 a 20 um de
longitud, son motiles debido a la presencia de uno o mas flagelos polares o laterales.
Miembro de la familia Legionellaceae, formado por al menos 50 especies, su identificacién
y diferenciacién se suele llevar a cabo por pruebas serolégicas. Proliferan a temperaturas
mayores a 25°C. Es considerado un agente patégeno transmitido a través del agua potable.
[7]. L. pneumophila causa aproximadamente el 90% de todos los casos documentados de
legionelosis; solo esta especie cuenta con cerca de 15 serogrupos, sin embargo, el 82%
de los casos reportan como agente causal al serogrupo 1 [24].

Efectos en salud: la legionelosis ocurre cuando un numero suficiente de microorganismos
dispersos en microgotas o aerosoles provenientes de agua contaminada son inhaladas por
huéspedes susceptibles. La enfermedad se relaciona con dos formas clinicas: Enfermedad
de los legionarios, siendo ésta la forma mas severa de legionelosis con un periodo de
incubacion de 3 a 6 dias que resulta en una neumonia complicada en pacientes con
condiciones de vulnerabilidad; y Fiebre de Pontiac, una enfermedad autolimitada que se
manifiesta entre 3 horas a 5 dias después de la exposiciéon cuyos sintomas son similares
a una gripe. Estudios de seroprevalencia han demostrado que muchas infecciones
transcurren de manera asintomatica [7]. Algunos estudios de vigilancia sobre incidencia de
neumonias en Estados Unidos, han evidenciado que unicamente en este pais se reportan
entre 8.000 y 18.000 casos de legionelosis anualmente [40]. Normalmente las fuentes de
contagio son dificiles de identificar en gran medida por la naturaleza ubicua del
microorganismo [24].

Fuente: el agua es el mayor reservorio de Legionella spp. y ha sido identificada en aguas
naturales alrededor del mundo, suele estar en pequefias concentraciones en zonas
naturales, pero los medios acuaticos creados por el hombre favorecen su proliferacion,
como es el caso de los sistemas de aire acondicionado, las torres de enfriamiento, bafieras
de hidromasaje, entre otros, brindando condiciones adecuadas para su desarrollo a
temperaturas entre los 25 y 50°C, donde ademas se facilita la formacién de biopeliculas
[13]. El microorganismo sobrevive comunmente en medio liquido, pero no puede crecer ni
multiplicarse facilmente alli, debido a sus estrictos requerimientos nutricionales. Por esta
razon se han convertido en parasitos intracelulares de protozoos de vida libre
(Acanthamoeba spp., Hartmanella spp. y Naegleria spp.), infectandolos mediante
mecanismos similares a los empleados cuando infecta macréfagos humanos, condicién
que favorece su desarrollo [24]. El microorganismo se detecta con mayor facilidad cuando
se toman muestras con hisopos en agua corriente [7].
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Vias de exposicion: se han identificado como potenciales fuentes de contaminacion
aquellas que generan aerosoles de agua potable contaminada, como duchas, grifos,
fuentes decorativas, generadores de niebla, humidificadores, equipos de terapia
respiratoria, y aquellos que generan aerosoles de agua no potable como torres de
enfriamiento, sistemas de agua caliente, spa con hidromasajes, condensadores
evaporativos o jacuzzis [24]. La inhalacidon de estos aerosoles es la principal via de
exposicion, se han reportado algunos casos de transmisién de persona a persona pero no
suele ser la principal fuente de contaminacion [41]. Se recomienda mantener la temperatura
del agua fuera del rango ideal para el microorganismo, <25°C o > 60°C o prestar mas
atencion a los protocolos de desinfeccion y a las estrategias empleadas para limitar la
aparicion de biopeliculas. La presencia de E. coli o coliformes termo tolerantes en el agua
no es indicador de este microorganismo [7].

Tanto International Organization for Standarization (1ISO) como el documento Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater describen algunos métodos
estandarizados para su determinacién, siendo estos: ISO 11731:2017. Water quality -
Enumeration of Legionella y SM. 2017 (23rd Ed.) 9260 J. Legionella [24].

8.3.9. Leptospira spp.

Espiroquetas moviles y aerobias. Su tamano suele ser de 0,1 ym de diametroy 5 - 25 um
de largo. L. interrogans es el principal agente causal de la leptospirosis, enfermedad
zoonodtica importante. Se han identificado mas de 200 serovares patégenos, divididos en
25 serogrupos basados en su relacion seroldgica. Sus principales reservorios son animales
domeésticos y salvajes, sobre todo roedores (Rattus norvegicus) [7] [13].

Efectos en salud: la leptospirosis ocurre con mayor frecuencia en areas con climas
tropicales. La enfermedad y sus complicaciones varian entre individuos. Puede producir
leptospirosis 0 enfermedad de Weil, meningitis, hemorragias, afecciones en rifidn,
pulmones, higado y sistema nervioso central. Se disemina por torrente sanguineo y afecta
principalmente a personas que estan en estrecho contacto con animales o laboran en redes
de alcantarillado [7], [13]. Los sintomas pueden parecerse a varias enfermedades, por lo
que un diagndstico diferencial adecuado y oportuno evita la complicacion de los casos o la
generaciéon de brotes epidémicos, los cuales se deben evitar principalmente cuando se
presentan inundaciones o huracanes [42]. Aunque los datos epidemiolégicos no son
precisos, se estima que anualmente hay 0,1 - 1 caso por cada 100.000 personas en zonas
tropicales [7]. Es considerada en Colombia como un evento de notificacion obligatoria e
individual al SIVIGILA desde el ano 2007. La incidencia de la enfermedad por 100.000

I, 4 I



SINS

habitantes en el afno 2019 fue de 0,20, siendo Bogota, Risaralda y Tolima las entidades
territoriales que mas casos reportaron ese periodo [43].

Fuente: las leptospiras pueden vivir dias 0 semanas en el agua a pH neutro o ligeramente
alcalino, pero no toleran medios acidos. El principal medio de ingreso al huésped es por
contacto con orina infectada o aguas contaminadas con dicha orina, penetrando por
heridas cutaneas o tejidos mucosos [13]. Suelen mantenerse en los tubulos renales de
huéspedes animales, generando excrecion persistente del microorganismo, por lo que el
agua es el medio ideal para que la bacteria sobreviva siempre que no sea expuesta a
condiciones adversas [7].

Vias de exposicion: puede ingresar al cuerpo a través de mucosas o laceraciones en la
piel, no se transmite via fecal oral. Se asocian de manera importante como riesgo para
individuos que trabajan en contacto con animales o realizando actividades al aire libre como
trabajo en alcantarillado, pesqueros, productores de leche, personal militar, veterinarios,
zootecnistas o mineros [44]. También se asocia a exposicidon por contacto con aguas
recreativas contaminadas o en inundaciones por eventos naturales. Teniendo en cuenta
su sensibilidad a los desinfectantes, esta puede ser considerada como una medida de
control, sobre todo en eventos fortuitos [24]. La presencia de E. coli o coliformes en agua
no es indicativo de Leptospira spp. en el medio [7].

En el documento Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater se
describen algunos métodos estandarizados para su determinacion: SM. 2017 (23rd Ed.)
9260 |. Leptospira [24].

8.3.10. Mycobacterium spp. (no tuberculosa)

Bacilos aerobios estrictos, no motiles, no formadores de esporas, acido resistentes debido
al alto contenido lipidico en su pared celular. M. gordonae, M. kansasii, M. marinum, M.
intracellulare y M. avium, M. chelonae y M. fortuitum son algunos ejemplos de especies de
micobacterias no tuberculosas o atipicas que habitan naturalmente en medios acuaticos.
Son considerados agentes patdogenos transmitidos a través del agua potable [7].

Efectos en salud: pueden generar afectacion de la piel, tejidos blandos, sistema
genitourinario, digestivo y respiratorio. Suelen ser una de las principales causas de
infecciones en pacientes con inmunosupresion en quienes se desarrolla lentamente. En
ninos menores de 5 afios M. avium genera inflamacién de ganglios linfaticos [24].
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Fuente: Son altamente resistentes a los procesos de desinfeccién y se han logrado
detectar en sistemas de abastecimiento de agua para consumo humano en muestras hasta
con 2,8 mg/L de cloro residual libre [7]. Se ha reportado crecimiento de la especie
Mycobacterium marinum en agua hasta con 10 mg/L de cloro residual libre [13]. Se
desarrollan en agua con alto contenido de materia organica y elevadas concentraciones de
Zinc y cobre, lo que favorece la formacion de biopeliculas en ambientes acuaticos y
tuberias con estos componentes [13][19].

Vias de exposicién: son principalmente la inhalacién y la ingestion de agua contaminada.
Se han reportado casos de infeccién relacionados con uso de agua contaminada en tinas
de hidromasaje. No hay evidencia de contaminacion persona-persona. Teniendo en cuenta
su alta resistencia a tratamientos quimicos, se recomienda controlar su presencia en redes
de distribucion tomando medidas que minimicen el crecimiento de biopeliculas.

Son microorganismos de lento crecimiento, por lo que aislarlos en sistemas de distribucion
puede resultar complicado, la formacién de una sola colonia puede llevar hasta siete dias
de incubacién [13]. En el documento Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater se describen algunos métodos estandarizados para su determinacion: SM.
2017 (23rd Ed.) 9260 M. Mycobacterium [24].

8.3.11. Pseudomonas spp.

Bacilos Gram negativos aerobios, no fermentativos que poseen un flagelo polar, cuando
se cultiva en medios adecuados produce piocianina, un pigmento azulado no
fluorescente[13]. Su capsula de polisacarido les permite adherirse a las superficies, el
contacto con los sistemas de suministro de agua y las condiciones favorables promueven
su rapida multiplicacion generando consecuentemente la formacion de biopeliculas [45].
Estan muy extendidos en el suelo, el agua y otros ambientes humedos. Una de las especies
mas relevantes por su capacidad para causar enfermedades en humanos es Pseudomonas
aeruginosa, dada su resistencia innata y adquirida a muchos antimicrobianos y
desinfectantes [46].

Efectos en salud: P. aeruginosa es la especie mas frecuentemente asociada con
enfermedad en humanos, donde actia como un patégeno oportunista con el potencial de
causar infecciones en casi cualquier 6rgano o tejido, especialmente en pacientes
comprometidos por enfermedad subyacente o inmunodeficiencia [45]. Las infecciones
oculares, las foliculitis y las otitis relacionadas con el agua se asocian con ambientes
humedos y calidos, como las piscinas y bafieras de hidromasajes. Muchas cepas son
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resistentes a diversos agentes antimicrobianos, lo que puede aumentar su relevancia en el
ambito hospitalario [7].

Fuente: es un microorganismo comun en el ambiente y puede encontrarse en las heces,
el suelo, el agua y las aguas residuales. Puede multiplicarse en ambientes acuaticos, asi
como en la superficie de materias organicas. En contraste con otros patégenos transmitidos
por el agua, P. aeruginosa prospera en el medio ambiente en un amplio rango de
temperaturas y es capaz de sobrevivir en circunstancias relativamente pobres en nutrientes
[47]. P. aeruginosa es una fuente conocida de infecciones intrahospitalarias y puede
producir complicaciones graves. Se han aislado en gran variedad de ambientes humedos,
como lavamanos, bafios de agua, sistemas de distribucion de agua caliente, duchas y
baferas de hidromasaje [7]. Existe evidencia de estudios prospectivos que sugiere que las
fuentes ambientales, especialmente el agua, pueden tener importancia en la epidemiologia
de las infecciones esporadicas por P. aeruginosa en entornos hospitalarios, incluidas las
unidades de cuidados intensivos [47].

Vias de exposicién: la ingesta de agua para consumo humano contaminada con
Pseudomonas spp. es una via de infeccién importante y el principal medio para la
exposicion de tejidos vulnerables, en particular heridas y membranas mucosas, sobre todo
en aquellos casos en los que se utiliza para lavar heridas o quemaduras o para desinfectar
dispositivos médicos como endoscopios y catéteres. La limpieza de lentes de contacto con
agua contaminada puede causar queratitis ocular, por ello, el agua utilizada para estos
fines debe requerir procesamiento adicional, como la microfiltracion o esterilizacién [48].

Tanto International Organization for Standarization (1ISO) como el documento Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater se describen algunos métodos
estandarizados para su determinacién en aguas, siendo estos: ISO 16266:2006. Water
quality — Detection and enumeration of Pseudomonas aeruginosa — Method by
membrane filtration y SM. 2017 (23rd Ed.) 9213 E, Membrane filter technique for
Pseudomonas aeruginosa y SM. 2017 (23rd Ed.) 9213 F. Multiple-tube technique for
Pseudomonas aeruginosa [24].

8.3.12. Salmonella spp.

Bacilos Gram negativos mdviles, anaerobias facultativas, no fermentadores de lactosa,
productores de sulfuro de hidrégeno o gas por efecto de la fermentacién de carbohidratos,
miden de 2 a 5 ym de longitud y 0,8 a 1,5 ym de ancho [13]. Perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, comprende siete grupos filogenéticos y es comunmente clasificada en
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dos especies: Salmonella enterica y Salmonella bongori. Los géneros incluyen mas de
2000 serotipos en funcion de sus antigenos somaticos (O) y flagelares (H). Agente
patogeno transmitido a través del agua potable [24].

Efectos en salud: pueden producir gastroenteritis, bacteriemia o septicemia, fiebre tifoidea
o paratifoidea. Se pueden clasificar en dos tipos principalmente: los serotipos tifoideos
(Salmonella Typhi y Salmonella Paratyphi) y serotipos no tifoideos. Los serotipos tifoideos
infectan Unicamente al ser humano, tienen un periodo de incubaciéon de 1 a 14 dias,
generan fiebre, fatiga, dolor abdominal y estrefiimiento o diarrea, la infeccion es
potencialmente mortal; por su parte, los serotipos no tifoideos generan gastroenteritis con
un periodo de incubacion de 6 a 72 horas, con episodios de diarrea autolimitante
acompanada de fiebre y dolor abdominal que suele durar de 3 a 5 dias [7].

Fuente: Las serovariedades Salmonella Typhimurium y Salmonella Enteritidis de la
especie Salmonella enterica subespecie enterica, infectan personas y multiples especies
animales como aves de corral, vacas, cerdos, ovejas e incluso reptiles, adquieren el
microorganismo generalmente por consumo de agua contaminada. El patégeno llega a los
sistemas de distribucion de agua principalmente por contaminacion fecal de las fuentes de
abastecimiento.

Vias de exposicion: la principal via de transmisién es fecal-oral, por contacto persona-
persona (principalmente serotipos no tifoideos), consumo de agua y alimentos
contaminados. La infeccion por salmonelas tifoideas suele ocurrir exclusivamente por el
consumo de agua (no potable) o alimentos contaminados, no es muy frecuente la
contaminacion persona-persona en estos casos. Se han relacionado casos de fiebres no
tifoideas asociadas a consumo de aguas subterraneas y superficiales contaminadas con
heces de animales, principalmente aves de corral. Son microorganismos sensibles a
desinfeccion quimica, por lo que asegurar un adecuado tratamiento primario seguido de un
proceso de desinfeccidon que asegure concentracion residual puede favorecer su remocion.
El analisis de E. coli o coliformes termo tolerantes suele ser un indicador de la presencia o
ausencia de Salmonella spp. en los sistemas de abastecimiento y distribucion de agua [7].

Tanto International Organization for Standarization (ISO) como el documento Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater se describen algunos métodos
estandarizados para su determinacién, siendo estos: ISO 19250:2010. Water quality -
Detection of Salmonella spp. y SM. 2017 (23rd Ed.) 9260 B. Salmonella [24].
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8.3.13. Shigella spp.

Bacilos Gram negativos, no esporulados, inméviles, aerobios facultativos, perteneciente a
la familia Enterobacteriaceae. Se han identificado cuatro especies, tres de las cuales se
dividen por el grupo de antigenos O somaticos: S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii y S.
sonnei. Es considerado un agente patégeno transmitido a través del agua potable [13].

Efectos en salud: invade la mucosa intestinal produciendo disenteria, caracterizada por
dolor abdominal, tenesmo y diarrea sanguinolenta. La dosis minima infecciosa es baja, con
solo 10 a 100 microorganismos, en 24 a 72 horas puede desencadenar la enfermedad [24].
Anualmente se reportan mas de dos millones de infecciones ocasionando cerca de 600.000
muertes asociadas. La shigelosis causada por S. sonnei suele ser la de resoluciéon mas
rapida y mejor pronostico; por el contrario, la infeccion por S. dysenteriae puede generar
Ulceras con diarrea hemorragica y alta concentracién de neutréfilos en las heces fecales
como resultado de la produccion de la toxina Shiga [7].

Fuente: los seres humanos son los huéspedes por excelencia de Shigella, los brotes
suelen ocurrir en centros de alta poblacion, con medidas de higiene deficientes. Una
persona infectada puede excretar 109 bacterias por gramo de heces [13].

Vias de exposicion: la infeccion persona-persona es viable y ocurre con frecuencia, sobre
todo en menores de 10 afnos. El acceso a aguas contaminadas con heces, recreacion en
aguas naturales contaminadas y las conexiones cruzadas entre tuberia de agua residual
y redes de distribucion de agua potable, son las principales causas de shigelosis cuando
se hace referencia como enfermedad de transmisién hidrica [24]. Su presencia en muestras
de agua para consumo indica contaminacién reciente, pues no suelen ser estables en
medios acuaticos. Son microorganismos altamente sensibles a la desinfeccion quimica. El
analisis de E. coli y coliformes termo tolerantes es un buen indicador de la presencia o
ausencia de Shigella en agua [7].

En el documento Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater se
describen algunos métodos estandarizados para su determinacion: SM. 2017 (23rd Ed.)
9260 E. Shigella [24].

8.3.14. Yersinia spp.

Bacilos Gram negativos, moéviles a 25 °C pero no a 37 °C, pertenece a la familia
Enterobacteriaceae y comprende siete especies. Las especies Y. pestis, Y.
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pseudotuberculosis y ciertos serotipos de Y. enterocolitica son bacterias patégenas para el
ser humano. Hace parte de los microorganismos cuya transmision a través del agua para
consumo humano se ha sugerido, pero no hay pruebas concluyentes al respecto [7]. La
mayoria de las cepas patdgenas humanas se encuentran entre distintos serogrupos (por
ejemplo, O: 3, O: 5,27, O: 8, O: 9) y contienen factores de virulencia mediados por
cromosomas y plasmidos que son ausentes en “cepas avirulentas” [49].

Efectos en salud: Yersinia enterocolitica penetra en las células de la mucosa intestinal y
produce ulceras en el ileo terminal. La yersiniosis se manifiesta generalmente en forma de
gastroenteritis aguda con diarrea, fiebre y dolor abdominal, causa variedad de sintomas
clinicos intestinales y extraintestinales de severidad variable que va desde gastroenteritis
leve hasta linfadenitis mesentérica. La infeccion también puede conducir a secuelas
inmunoldgicas post infeccion, incluido eritema nudoso, artritis y glomerulonefritis [50].

Fuente: se ha detectado Y. enterocolitica en aguas residuales y en aguas superficiales
contaminadas, hay una variedad de cepas que estan ampliamente distribuidas en la
naturaleza en medios acuaticos como en ecosistemas terrestres. Parece que al menos
algunas especies pueden reproducirse en medios acuaticos si contienen al menos
cantidades suficientes de nitrégeno organico, incluso a temperaturas bajas de 4°C [51]. Los
animales domésticos y silvestres son el reservorio principal de Yersinia spp.; los cerdos
son el reservorio principal de Y. enterocolitica patégena, mientras que los roedores y otros
animales pequefos son el reservorio principal de Y. pseudotuberculosis [7]. Se han
informado infecciones por Y. enterocolitica donde se identificé como un factor de riesgo el
consumo de agua contaminada y agua no tratada, y como fuentes de infeccién esporadica
con el serotipo O:3. En infeccidn para el serotipo O:8 se involucra principalmente la ingesta
de agua contaminada, alimentos lavados con agua contaminada y productos lacteos [49].

Vias de exposicion: se transmiten principalmente por via fecal-oral, se considera que la
fuente de infeccion principal son los alimentos, en particular la carne y los productos
lacteos, la ingesta de agua contaminada y alimentos lavados con agua contaminada. Se
ha comprobado la transmision directa persona - persona y de animales a personas [50].

En el documento Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater se
describen algunos métodos estandarizados para su determinacion: SM. 2017 (23rd Ed.)
9260 K. Yersinia enterocolitica [24].
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8.3.15. Vibrio spp.

Bacilo Gram negativo, curvo, haldfilo, perteneciente a la familia Vibronaceae. El género
Vibrio incluye mas de 60 especies de las cuales solo 12 son de caracter patégeno para el
hombre; la mayoria de las infecciones estan relacionadas con la exposicién de agua, o por
consumo de organismos contaminados, como peces y mariscos. Vibrio cholerae y Vibrio
parahaemolyticus son los principales agentes causantes de diarrea, V. cholerae posee gran
potencial epidémico y pandémico, asociado a una alta mortalidad sino se da el manejo
adecuado, por ello es considerado un agente patégeno transmitido a través del agua
potable [24].

Efectos en salud: Los serogrupos O1 y O139 de V. cholerae, producen una potente
enterotdéxina denominada la toxina del célera que invade las células del lumen intestinal,
responsable de los sintomas letales de la enfermedad [52]. Los sintomas iniciales del
cblera son: aumento del peristaltismo, seguido de deposiciones acuosas y mucosas que
contienen pequefos granulos, generando consecuente deshidratacion. La tasa de letalidad
es variable, pero se estima que hasta el 60% de los enfermos fallecen a causa del
desbalance osmético ocasionado por la excesiva perdida de electrolitos. Cepas no
toxigénicas de V. cholerae pueden causar infeccion, pero suelen generar gastroenteritis de
resolucidn espontanea, infecciones de heridas y bacteriemia [7]. Mas recientemente, Vibrio
fluvialis, Vibrio hollisae y Vibrio mimicus también han sido implicados como causantes de
diarrea, pero son menos comunes [24]. Datos recientes sugieren que hay
aproximadamente 2,9 millones de casos de colera en 69 paises endémicos cada ano, lo
que resulta en 95.000 muertes, principalmente en Africa Subsahariana, donde
aproximadamente el 60% de los casos y 68% de las muertes ocurren anualmente [53]. En
2017 la Organizacion Mundial de la Salud fue notificada de 1.227.391 casos reportados por
34 paises, resultando en 5654 muertes [54].

Fuente: las cepas no toxigénicas de V. cholerae estan distribuidas en el medio ambiente,
por fortuna, la distribucién de cepas toxigénicas es menos frecuente, aunque su presencia
suele aumentar en aguas residuales cuando hay brotes. Todas las especies de vibrio son
principalmente acuaticos, la distribucion de especies depende principalmente de la
temperatura, concentracion de sodio y nutrientes en el agua, plantas y animales presentes,
son comunes en ambientes de estuario y en la superficie y tracto intestinal de animales
marinos. Algunos vibrios no haléfilos pueden llegar a ser aislados en fuentes naturales de
aguas dulces [24].

Vias de exposicion: la concentraciéon de Vibrio spp. en organismos acuaticos suele ser
mayor a la concentracion en la masa de agua y su prevalencia disminuye en aguas con
temperaturas inferiores a 20°C. Su transmision suele ser fecal-oral, debido a la alta dosis
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infecciosa requerida para la infeccion, por esta razén, la transmision persona-persona no
es comun [7].

En el documento Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater se
describen algunos métodos estandarizados para su determinacion en aguas: SM. 2017
(23rd Ed.) 9260 H. Vibrio spp. [24].

8.3.16. Otros organismos de interés

Cianobacterias: Durante el transcurso de los ultimos afos, varios paises han reportado
problemas sanitarios asociados a la presencia de toxinas producidas por este tipo de algas
0 bacterias con capacidad fotosintetica en el agua potable, tal como se ha llegado a
describir en paises como Australia, Brasil, China, Inglaterra, Sudafrica y Estados Unidos.
Incluso un 75% de las especies de cianobacterias que forman floraciones superficiales
cuentan con capacidad metabolica de producir subproductos tdxicos, por lo que su
presencia se suele relacionar con un problema de calidad quimico del agua.

Se ha reportado que las cianotoxinas tienen una variedad de efectos sobre la salud. Los
sintomas reportados inlcuyen fiebre, gastroenteritis, irritacion de mucosas y la piel, dafios
hepaticos e incluso neurotoxicidad. Las cianobacterias no se multiplican en el cuerpo
humano y por tanto no se consideran agentes infecciosos [ ].

9. Técnicas para la deteccion de microorganismos indicadores
9.1. Concentracion de bacterias
9.1.1. Filtracion por membrana

Es una técnica de microbiologia tradicional, atil para concentrar microorganismos
presentes en agua para consumo humano y aguas naturales de las que se presume un
bajo nivel de contaminacion; es aceptada por la legislacion colombiana segun lo descrito
en el articulo 11 de la resolucién 2115 de 2007 para evaluar las caracteristicas
microbioldgicas del agua para consumo humano, incluyendo coliformes totales, E. coli y
bacterias heterotrofas [2]. Asi mismo, es posible utilizar esta técnica para identificar otros
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microorganismos, su selectividad depende de las condiciones de incubacién y del medio
de cultivo empleado para el crecimiento del microorganismo concentrado sobre la
membrana. Segun el tipo de agua a analizar se puede utilizar para examinar volumenes de
muestra relativamente grandes.

Una de sus principales limitaciones es el analisis de muestras con alta turbiedad, dado que
pueden colmatar la membrana rapidamente dificultando el proceso y afectando su
integridad, por lo que en estos casos se recomienda el uso de multiples membranas por
muestra y la ejecucién de diluciones seriadas segun la carga estimada del organismo a
cuantificar [16]. La técnica tampoco es recomendable en aguas con altos contenidos de
metales toxicos o fenoles, porque la membrana puede concentrar dichas sustancias
inhibiendo consecuentemente el desarrollo de los microorganismos [24].

A. Fundamento:

La técnica de filtracion por membrana facilita la retencién de los microorganismos en el
filtro debido a que el tamafo del organismo blanco supera el diametro del poro. Se emplean
membranas con poros desde 0,02 hasta 12 um dependiendo del organismo que se desee
retener. Por lo general en los métodos de deteccidon de microorganismos indicadores
bacterioldgicos se emplean membranas de 0,45 pm con diametro de 47 mm. El paso del
agua se suele efectuar favorecido por el efecto del vacio generado por una bomba, un
dispositivo de succion o la gravedad [16].

Una vez se pasa el volumen de agua por la membrana, se remueve de la placa porosa del
receptaculo y se superpone en un medio de cultivo que contiene los nutrientes especificos
para el fin seleccionado. En este caso, por ejemplo, un medio de cultivo no selectivo, pero
con las condiciones nutricionales adecuadas e incubado a 35°C podria permitir el desarrollo
de bacterias heterdtrofas; mientras un medio de cultivo selectivo incubado a una
temperatura dada permitiria unicamente el desarrollo de un organismo especifico.

El volumen estandar de muestra a filtrar es de 100 ml para muestras de agua potable; si
es necesario, puede distribuirse entre multiples membranas. Sin embargo, para propdsitos
especiales de monitoreo, por ejemplo, para solucionar problemas de calidad del agua o
para identificar el avance de coliformes, coliformes termotolerantes y E. coli presentes en
bajas concentraciones en aguas tratadas, se pueden analizar muestras de 1 L, divididas
en cuatro porciones de 250 ml, teniendo presente hacer un total de los recuentos de
coliformes en cada membrana para informar el resultado por 1 L o 100 ml segun sea
requerido [24].
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En el numeral 9.2.1 se describe al detalle el procedimiento de analisis para la concentracién
de bacterias mas utilizado en los laboratorios de analisis de calidad bacteriolégico de agua
para consumo humano, cuando se desea detectar el organismo de interés por crecimiento
en medio de cultivo.

En algunos casos, la recuperacion de bacterias viables en las membranas puede ser poco
significativa debido a la condicién que poseen algunos microorganismos de encontrarse en
estado viable pero no cultivable (VBNC por sus siglas en inglés). Condicidén que se da a
causa del estrés fisiologico por exposicion prolongada a condiciones adversas,
caracteristico de microorganismos que habitan medios acuaticos expuestos a cambios
extremos de temperatura, pH, exposicion a radiacion solar, con residuos de desinfectantes,
iones metalicos o trazas de sustancias toxicas [55]. El estado VBNC ha sido reportado en
una amplia variedad de géneros que incluyen, Aeromonas spp., Campylobacter spp.,
Enterobacter spp., Enterococcus spp., Escherichia spp., Klebsiella spp., Legionella spp.,
Micrococcus spp., Mycobacterium spp., Pseudomonas spp., Salmonella spp., Shigella spp.
y Vibrio spp. Cuando se contempla realizar el método de filtracion por membrana es
recomendable mejorar la recuperacién bacteriana utilizando un método disefiado para ésta
finalidad o utilizar otras alternativas de identificacion, como las técnicas moleculares [24].

Agua filtrada

Microorganismo
Retenido (> roro)

Fuente: Propia

Figura 9. Fundamento de la técnica de filtracion por membrana

9.2. Deteccion de bacterias por crecimiento en medio de cultivo

Los métodos de deteccion por cultivo son sensibles, econdmicos y faciles de ejecutar, por
lo que son los mas frecuentemente utilizados a nivel mundial. Estas técnicas hacen posible
la deteccidn de una pequefia fraccion (0,01-1%) de las bacterias viables presentes en la
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muestra y no generan resultados tan rapidos como se desea para favorecer la toma de
decisiones sanitarias, ya que se debe esperar minimo 18 horas para visualizar el desarrollo
microbiano sobre las matrices empleadas, pero su adecuada ejecucion permite la
recuperaciéon de microorganismos clave en la evaluacion de calidad de agua. Se suelen
emplear diferentes medios de cultivo y condiciones de incubacién para la determinacion de
los diferentes géneros de microorganismos [14].

Existen métodos de deteccion basados en el uso de medios cromogénicos para la
identificacion de diferentes bacterias blanco. Son altamente selectivos y facilitan la
identificacion de los microorganismos indicadores, algunos no requieren confirmacion de
resultados positivos, lo que implica resultados mas precisos en menos tiempo. Una
desventaja de estos métodos es que existen algunas bacterias no especificas capaces de
generar enzimas que degradan el sustrato, generando falsos positivos.

La estandarizacién de los métodos de ensayo internacionales empleados para este fin, es
de gran importancia para asegurar que las condiciones locales de trabajo son suficientes
para generar resultados validos. Existen métodos estandarizados como los descritos por
la Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO, por sus siglas en inglés), los descritos
por el documento SM de la Asociacion Americana de Salud Publica (American Public
Health Association APHA), Asociacion Estadounidense de Obras Hidraulicas Sanitarias
(American Water Works Association AWWA) y la Federaciéon Ambiental del Agua (Water
Environment Federation WEF) o por entidades reguladoras internacionales como la
Agencia de Proteccion Ambiental (U.S Environmental Protection Agency EPA). De
cualquier manera, se debe asegurar que bajo las condiciones propias de cada laboratorio
independientemente de su ubicacion geografica, pueda ejecutar ensayos de acuerdo con
los lineamientos, y sean capaces de generar resultados repetibles.

Para cualquier método analitico empleado, si un laboratorio no lo ha utilizado
anteriormente, se debera realizar la verificacion en caso de que estos sean métodos
estandar o validar en caso de ser métodos propios o modificados por el laboratorio (ver
numeral 10). Adicionalmente, es recomendable que se realicen pruebas paralelas con el
método empleado a la fecha para demostrar aplicabilidad y concordancia. Las tasas de
falsos positivos y negativos pueden diferir entre cada medio de cultivo, por lo que los
usuarios deben seleccionar cuidadosamente el medio y el procedimiento que mejor se
adapte a sus necesidades.
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9.2.1. Cultivo en placa empleando medios soélidos o liquidos

Una vez se realiza el proceso de concentracion de los microorganismos por la técnica de
filtracion por membrana es posible evidenciar el crecimiento microbiano cuando se
emplean medios de cultivo selectivos o no selectivos segun el objetivo del analisis. Para
ello se sigue el procedimiento descrito a continuacion:

A. Procedimiento de analisis

»= Antes de iniciar se debe asegurar que el ensayo se lleve a cabo en un area limpia,
idealmente en cabina de bioseguridad. Si el sistema de filtracion cuenta con placas
porosas metalicas, estas deben esterilizarse en cada uso y desinfectarse entre
muestras en caso de que se empleen consecutivamente en un mismo dia; existen
sistemas que emplean suministros desechables. Para asegurar las condiciones de
esterilidad del proceso se debe asegurar que el resto del sistema de filtracién no se
encuentre contaminado, por ello es importante mantenerlo bajo condiciones
adecuadas entre cada analisis, sobre todo cuando estos no se realizan
frecuentemente, pues se puede generar contaminacion cruzada facilmente.

= Retirar del refrigerador el agua reactivo 30 minutos antes de dar inicio al ensayo.
De la misma manera, retirar la muestra del refrigerador aproximadamente 10
minutos previa ejecucion del ensayo.

= Agitar la muestra para promover una distribucion homogénea de los
microorganismos. Para esto se debe asegurar que cuente con al menos 1 pulgada
(2,54 cm) de espacio de aire entre la superficie del liquido y la tapa del recipiente.
Agite de atras hacia adelante minimo durante 7 segundos o 25 veces [24].

= Si el sistema de filtracidon cuenta con placas porosas metalicas (porta filtros): Ubique

las placas porosas estériles sobre los soportes del equipo, procure emplear pinzas

estériles o desinfectadas para su manipulacion. Destape el empaque en el que
viene la membrana y retirela con pinzas estériles. Ubique la membran sobre el porta

filtro y asegure el embudo sobre este. Adicione la muestra al embudo y proceda a

iniciar la filtracién.

el sistema de filtracion cuenta con suministros desechables: Bajo condiciones

asépticas ajuste el adaptador del embudo sobre el sistema de vacio, la membrana

debe quedar en la base del sistema. Retire la tapa del embudo, vierta la muestra y

proceda a iniciar la filtracion.

Sj
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= Por cada muestra a procesar, se debe medir el volumen de muestra establecido en
el proceso (100, 300, 500 ml) segun el método a ejecutar y la matriz a analizar.
Emplear para ello un recipiente aforado o probeta, estériles.

= Aplicar vacio mientras se filtra la muestra, durante este proceso las llaves del
Manifold, colector o sistema de filtraciéon deben estar abiertas.

= Una vez termine de filtrar todo el volumen, cerrar las llaves y apagar la bomba de
vacio o dispositivo de succion (verificar si el método de referencia requiere lavados).

= Si el sistema de filtracion cuenta con placas porosas metalicas (porta filtros): retirar

el embudo y con pinzas estériles retire la membrana, coléquela en la caja de Petri

sobre el medio de cultivo seleccionado, asegurandose de no dejar aire atrapado en

el medio, no olvide tapar inmediatamente.

el sistema de filtracion cuenta con suministros desechables: retirar el plastico del

embudo y cubrir la caja de Petri con la tapa. Retirar la membrana del adaptador y

colocar un tapén en el puerto del fondo para proteger de contaminacion el sistema

de filtracion.

= |nvertir las placas e incubar a la temperatura especificada en el método
seleccionado (segun el organismo blanco y el medio de cultivo empleado).

= Una vez finalizado el tiempo de incubacion, examinar la membrana y contar las
colonias que tengan las caracteristicas propias del medio de cultivo empleado.

Sj

Fuente: Merck Millipore®
Figura 10. Sistemas de filtracion por membrana
B. Interpretacion de resultados

La lectura e interpretacion de resultados se realiza con base en lo descrito en el método de
referencia, basado principalmente en el fundamento del medio de cultivo empleado. Para
asegurar el adecuado reporte de resultados tener en cuenta el volumen total de muestra
analizada.
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C. Reporte de resultados

La técnica permite realizar la evaluacién cuantitativa de los parametros, el resultado se
reporta como Unidades Formadoras de Colonias (UFC) del microorganismo identificado en
el volumen de muestra analizada. Ejemplo: UFC de coliformes totales y/o E. coli por 100
ml de muestra analizada. El limite superior de la técnica depende principalmente del
método ejecutado y del tamafio de la membran empleada. El limite inferior depende de lo
definido en las caracteristicas de desempenio publicados en la norma de referencia.

En cuanto a la determinacién de microorganismos indicadores en agua para consumo
humano, la resolucién 2115 de 2007 permite reportar el resultado del monitoreo en UFC,
siendo un resultado 6ptimo 0 UFC/ 100 ml tanto para coliformes totales como para E. coli

[2].

D. Control de calidad

Independiente del método de referencia a emplear, antes de iniciar un nuevo lote de
reactivo se debe verificar el desempefio de este mediante la preparacion de un control
negativo y un control positivo empleando para ello material de referencia. Cada método
indica las cepas a emplear para sus respectivos controles. Para la determinaciéon de
coliformes totales se recomienda como control positivo inocular el medio con una cepa
trazable de E. coli y un coliforme total diferente a E. coli (Ej.: Klebsiella spp., Enterobacter
spp.). Como control negativo se debe inocular el medio de cultivo con un microorganismo
no coliforme (Ej.: Pseudomonas spp.).

Se recomienda evaluar la esterilidad del material a emplear para la ejecucion de los
ensayos (botellas de muestreo, botellas de dilucién). Alimacene los reactivos siguiendo las
instrucciones del fabricante y empléelo antes de su fecha de caducidad, evite su exposicién
a condiciones extremas ya que esto puede afectar sus propiedades, descartelo si observa
cambios en las caracteristicas macroscépicas del mismo (Ej: cambio de color, textura) [24].

En el marco de ejecucion de actividades de control de calidad en el laboratorio de
microbiologia, se recomienda realizar como minimo los controles descritos en el
documento Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater capitulo 9020
B. Guias de control de calidad intra - laboratorio. Numeral 9. Procedimientos de control de
calidad analiticos para métodos establecidos [24]:
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. Variabilidad de recuento de colonias: como evaluacién rutinaria se recomienda
realizar mensualmente el recuento duplicado de (minimo) una muestra positiva, por
uno o mas analistas. El ejercicio debe realizarse sobre la misma placa obteniendo
correspondencia hasta del 5% (repetibilidad en el recuento) cuando el ejercicio lo
realiza el mismo analista y correspondencia hasta del 10% (reproducibilidad en el
recuento) cuando el gjercicio lo realizan dos analistas.

. Cultivo (control) positivo: cada vez que se realicen siembras, se procesa por ultimo
100 ml de agua grado reactivo con adicion de una concentracion microbiana conocida
del o los microorganismos control seleccionados. Este control debe ser manipulado
de igual forma que las muestras e incubado con las mismas. El material de referencia
idealmente deben ser cepas certificadas producidas por fabricantes nacionales o
internacionales que cumplan con los requisitos de la norma ISO 17034 en su version
vigente, las cepas de trabajo no deben tener mas de cinco pases. Los cultivos cepas
obtenidas en pruebas Inter laboratorio o evaluaciones de desempefo no son
consideradas material de referencia adecuado.

. Control de medios de cultivo: como pruebas de desempefio del medio de cultivo
se recomienda que cada lote de medio sea sometido a pruebas que incluyan
evaluacién de la productividad, selectividad y especificidad.

. Analisis duplicados: se deben ejecutar andlisis duplicados al menos una vez al mes
0 si se requiere mas seguido segun lo indique el método de referencia. Algunos
métodos sugieren analizar por duplicado el 10% de las muestras, otros una muestra
duplicada por lote o corrida analitica.

o Verificacion de esterilidad del medio de cultivo: para el control de esterilidad
coloque una o mas placas del medio de cultivo a emplear en la incubadora, bajo las
condiciones de incubacién del método de referencia (Ejemplo 35°C por 24 horas para
coliformes totales). La ausencia de crecimiento indica esterilidad de las placas con el
medio de cultivo.

Previamente se debid haber verificado la esterilidad de la caja de Petri si se le realizé
un proceso de esterilizacion o si proviene de un lote comercial al cual se le han
verificado y certificado sus condiciones de esterilidad.

o Control de esterilidad de las membranas: coloque una o mas membranas en
placas de un medio de cultivo no selectivo e incube las placas a 35 + 0,5 °C durante
48 h. Asegurese previamente que el lote del medio de cultivo a utilizar cumple con
las condiciones de esterilidad requeridas. En este caso, la ausencia de crecimiento
sobre el medio indica esterilidad de las membranas. Registre la informacién
manteniendo trazabilidad del lote monitoreado.

. Control de esterilidad del proceso: durante la ejecucion de los ensayos, filtrar un
volumen de 100 ml de agua de dilucion estéril antes de comenzar las filtraciones de
muestra, durante la ejecucion del proceso y después de completar la totalidad de las
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filtraciones. Si se realizan pausas superiores a 30 minutos entre ensayos repita la
prueba de esterilidad. Estos blancos deben ser manipulados de igual forma que una
muestra, la matriz analizada en este caso sera Unicamente agua grado reactivo estéril
filtrada. Colocar las membranas resultantes en diferentes cajas de Petri con el medio
de cultivo indicado en el método de referencia, identifiquelas como control de
esterilidad o blanco, indicando fecha, hora de incubacion y lider técnico que procesa.
Asegurese previamente que el lote del medio de cultivo a utilizar cumple con las
condiciones de esterilidad requeridas. El resultado esperado es 0 UFC.

o Control de precision cuantitativos — repetibilidad: el laboratorio debe establecer
la metodologia por la cual establece el control de precision. Para mas informacion
puede remitirse al capitulo 9020 B. Guias de control de calidad intra-laboratorio.
numeral 9. Procedimientos de control de calidad analiticos para métodos
establecidos item e. Precisién de métodos cuantitativos en el documento normativo
SM [24].

. Asegure que todos los datos de control de calidad se registran y controlan
adecuadamente.

9.2.2. Determinacién de Numero Mas Probable (sustrato enzimatico definido)

Técnica recomendada para analisis de agua para consumo humano, natural y residual. Es
aceptada por la legislacion colombiana segun lo descrito en el articulo once (11) de la
resolucion 2115 de 2007 para evaluar las caracteristicas microbiolégicas del agua para
consumo humano; permite la identificacion simultanea de microorganismos pertenecientes
al grupo coliforme total y E. coli en la misma muestra, sin necesidad de preparar medios
de cultivo ni realizar pruebas confirmatorias, con tiempos de incubacion dentro de lo
esperado para métodos microbiolégicos convencionales.

Si un laboratorio no ha utilizado la técnica anteriormente, se debera realizar la verificacion
en caso de que estos sean métodos estandar o validar en caso de ser métodos propios o
modificados por el laboratorio. Adicionalmente, es recomendable que se realicen pruebas
paralelas con el método empleado a la fecha para demostrar aplicabilidad y concordancia.
Las tasas de falsos positivos y negativos pueden diferir entre cada medio de cultivo, por lo
que los usuarios deben seleccionar cuidadosamente el medio y el procedimiento que mejor
se adapte a sus necesidades.

Con este método se puede realizar evaluacion cuantitativa o cualitativa de los parametros
segun el analisis que se requiera. La resolucién permite reportar el resultado de ambas
maneras, siendo un resultado éptimo < 1,0 microorganismo en 100 ml o ausencia en 100
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ml tanto para coliformes totales como para E. coli. A continuacion, se presenta la
descripcion del método 9223 B del documento SM.

A. Fundamento de la técnica:

Este tipo de medios de cultivo emplea sustratos cromogenos y fluorégenos especificos
para identificar el desarrollo de bacterias coliformes y E. coli en las muestras a analizar.

El indicador ONPG (Orto-nitrofenil-beta-D-galactopirandsido), actia como fuente principal
de carbono para el desarrollo de bacterias coliformes. El sustrato es metabolizado con
ayuda de la enzima B-galactosidasa, presente exclusivamente en este grupo, generando
como resultado un producto croméforo que genera un cambio de color en el medio.

[i—galactosidase

O-nitrophenol

p-D~gaIactopyranoside o N PG l

- = -
-nx o

O-nitrophenyl

Fuente: propia

Figura 11. Fundamento de la técnica de sustrato definido para deteccion de
coliformes totales

Por otra parte, la identificacion de E. coli en el mismo medio se realiza mediada por la
presencia del sustrato MUG (4-metil-umbelifero-beta-D-glucorénido), el cual al ser
metabolizado por la enzima B-glucuronidasa presente exclusivamente en este
microorganismo, libera el sustrato fluorégeno que bajo luz UV (365-266 nm) generando
una fluorescencia caracteristica. Cabe recordar que E. coli es un microorganismo
perteneciente al grupo de los coliformes, por lo que su presencia en el medio ademas de
la fluorescencia también va a generar cambio de tonalidad en el medio de cultivo.
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B-glucuronidase
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B-D-glucuronide M UG
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4-methyl-umbelliferyl 4-methyl-umbelliferone

o

Fuente: Propia

Figura 12. Fundamento de la técnica de sustrato definido para deteccién de E.
coli

Este método es altamente especifico y los reactivos pueden emplearse en analisis
cuantitativos o cualitativos.

B. Procedimientos de analisis

o Determinacion de Presencia/Ausencia (P/A)

- Retirar del refrigerador el agua reactivo 30 minutos antes de dar inicio al ensayo.
De la misma manera, retirar la muestra del refrigerador aproximadamente 10
minutos previa ejecucion del ensayo.

- Agitar la muestra para promover una distribucion homogénea de los
microorganismos. Para esto se debe asegurar que cuente con al menos 1 pulgada
(2,54 cm) de espacio de aire entre la superficie del liquido y la tapa del recipiente.
Agite de atras hacia adelante minimo durante 7 segundos o 25 veces [24].

- Medir asépticamente 100 ml de la muestra empleando un recipiente aforado o una
probeta estériles.

- Golpear la base del blister ligeramente contra una superficie asegurando que todo
el reactivo en polvo se dirija al fondo del empaque.

- Abrir el blister.

- Agregar el contenido del blister a 100 ml de la muestra contenida en el recipiente.

- Tapar bien el recipiente y agitar invirtiéndolo suavemente varias veces para facilitar
la disolucién del reactivo.

- Incubar a 35 + 0,5°C por el tiempo dispuesto por el fabricante del reactivo. La
muestra debe incubarse dentro de los 30 minutos posteriores a la adicion del medio.
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Limpiar la Medir 100 mL de Golpear el blister Adicionar reactivo a Tapar y disolver Incubar
muestra y agitar muestra y abrir los 100 mL de

muestra

Fuente: propia

Figura 13. Proceso técnico para el montaje de sustrato enzimatico - cualitativo

¢ Cuantificacién en dispositivos multi-pozo

- Retirar del refrigerador el agua reactivo 30 minutos antes de dar inicio al ensayo.
De la misma manera, retirar la muestra del refrigerador aproximadamente 10
minutos previa ejecucién del ensayo.

- Agitar la muestra para promover una distribucion homogénea de Ilos
microorganismos. Para esto se debe asegurar que cuente con al menos 1 pulgada
(2,54 cm) de espacio de aire entre la superficie del liquido y la tapa del recipiente.
Agite de atras hacia adelante minimo durante 7 segundos o 25 veces [24].

- Medir asépticamente 100 ml de la muestra empleando un recipiente aforado o una
probeta estériles.

- Golpear la base del blister ligeramente contra una superficie asegurando que todo
el reactivo en polvo se dirija al fondo del empaque.

- Abrir el blister.

- Agregar el contenido del blister a 100 ml de la muestra contenida en el recipiente.

- Tapar bien el frasco y agitar invirtiéndolo suavemente varias veces para facilitar la
disolucion del reactivo.

- Adicionar la mezcla de muestra/reactivo en una bandeja de cuantificacién.

- Tocar suavemente los pozos pequefios 2 o 3 veces para liberar pequefias burbujas
que hayan quedado atrapadas, es normal que se genere algo de espuma.

- Colocar la bandeja en el caucho dispuesto para el proceso de sellamiento, inserte
los pozos con la cara hacia abajo y proceda a sellar el dispositivo.

- Incubar la bandeja sellada a 35 + 0,5°C por el tiempo dispuesto por el fabricante del
reactivo. La muestra debe incubarse dentro de los 30 minutos posteriores a la
adicién del medio.
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Limpiar la muestra Medir 100 mL Golpear el Adicionar reactivo Tapary Disponer en Sellar e
y agitar de muestra o blister y abrir alos 100mL de disolver bandeja de Incubar
diluir muestra cuantificacién

Fuente: Propia

Figura 14. Proceso técnico para el montaje de sustrato enzimatico —
cuantitativo

o Cuantificaciéon en tubo multiple

1. Usando 5 o 10 tubos (5 series de tubos de 20 ml o 10 series de tubos de 10
ml)

- Este procedimiento se suele emplear para cuantificar muestras con recuentos
bajos.

- Retirar del refrigerador el agua reactivo 30 minutos antes de dar inicio al ensayo.
De la misma manera, retirar la muestra del refrigerador aproximadamente 10
minutos previa ejecucién del ensayo.

- Agitar la muestra para promover una distribucion homogénea de Ilos
microorganismos. Para esto se debe asegurar que cuente con al menos 1 pulgada
(2,54 cm) de espacio de aire entre la superficie del liquido y la tapa del recipiente.
Agite de atras hacia adelante minimo durante 7 segundos o 25 veces [24].

- Medir asépticamente 100 ml de la muestra empleando un recipiente aforado o una
probeta estériles.

- Golpear la base del blister ligeramente contra una superficie asegurando que todo
el reactivo en polvo se dirija al fondo del empaque.

- Abrir el blister.

- Agregar el contenido del blister a 100 ml de la muestra contenida en el recipiente.

- Tapar bien el frasco y agitar invirtiéndolo suavemente varias veces para facilitar la
disolucion del reactivo.

- Adicionar asépticamente los 100 ml de la mezcla de muestra/reactivo en un rack de
5 tubos estériles, 20 ml en cada uno o en un rack de 10 tubos, 10 ml en cada uno.

- Incubar los tubos a 35 + 0,5°C por el tiempo dispuesto por el fabricante del reactivo.
La muestra debe incubarse dentro de los 30 minutos posteriores a la adicién del
medio.

- Para la lectura refiérase a la tabla de NMP adjunta en el anexo 2 del presente
documento.

[ I



SINS

2. Usando 15 tubos (3 sets de 5 tubos con diferentes diluciones)

- Este procedimiento se suele emplear para muestras con alta concentracion de
microorganismos. Ej: agua natural o agua residual.

- Para evitar interacciones indeseadas con el medio de cultivo, las diluciones se
deben realizar unicamente empleando agua destilada estéril.

- Retirar del refrigerador el agua reactivo 30 minutos antes de dar inicio al ensayo.
De la misma manera, retirar la muestra del refrigerador aproximadamente 10
minutos previa ejecucién del ensayo.

- Agitar la muestra para promover una distribucion homogénea de Ilos
microorganismos. Para esto se debe asegurar que cuente con al menos 1 pulgada
(2,54 cm) de espacio de aire entre la superficie del liquido y la tapa del recipiente.
Agite de atras para adelante minimo durante 7 segundos o 25 veces [24].

OPCION 1. Emplear tubos comerciales desechables que contienen el medio en la
medida necesaria

i. Serie no diluida: Pipetear asépticamente 10 ml de la muestra homogenizada
previamente y dispensar el volumen en 5 tubos que contengan el medio.
Tapar los tubos y agitar vigorosamente hasta su disolucién.

ii. Serie con dilucion 1:10: Preparar previamente un recipiente estéril con 90 ml
de agua destilada estéril. Pipetear asépticamente 10 ml de la muestra
homogenizada y mezclar con los 90 ml dispuestos en el recipiente
preparado con anterioridad. Homogenizar y pipetear 10 ml de esta
suspension en cada uno de los 5 tubos que contengan el medio. Tapar los
tubos y agitar vigorosamente hasta su disolucion.

iii. Serie con dilucion 1:100: Preparar previamente un recipiente estéril con 90
ml de agua destilada estéril. Pipetear asépticamente 10 ml de la suspensién
preparada anteriormente en la preparacion de la serie dilucion 1:10 y
mezclar con los 90 ml dispuestos en el recipiente preparado anteriormente.
Homogenizar y pipetear 10 ml de esta suspensién en cada uno de los 5
tubos que contengan el medio. Tapar los tubos y agitar vigorosamente hasta
su disolucion.

OPCION 2. Emplear blister de reactivo que contienen el medio

i. Serie no diluida: Adicionar un blister de reactivo a un recipiente con 100 ml
de la muestra debidamente homogenizada. Tapar y agitar vigorosamente
hasta su disolucion. Pipetear asépticamente 10 ml de la mezcla
muestra/reactivo en cada uno de los 5 tubos estériles no fluorescentes
dispuestos para este set.
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i Serie con dilucion 1:10 y 1:100: Adicionar un blister de reactivo a un
recipiente con 100 ml de agua destilada estéril. Tapar y agitar vigorosamente
hasta su disolucién. Pipetear asépticamente 9 ml de la mezcla agua/reactivo
en 10 tubos estériles no fluorescentes dispuestos para estos dos sets (5 para
dilucion 1:10 y 5 para dilucion 1:100).

- Dilucion 1:10: Pipetear 1 ml de la mezcla muestra/reactivo preparada
para la serie no diluida y dispensar en cada uno de los 5 tubos que
contienen 9 ml de medio preparado. Tapar y homogenizar.

- Dilucion 1:100: Preparar previamente un recipiente estéril con 90 ml de
agua destilada estéril. Pipetear asépticamente 10 ml de la mezcla
muestra/reactivo de la serie no diluida y mezclar con los 90 ml dispuestos
en el recipiente anteriormente mencionado. Homogenizar y pipetear 1 mi
de esta suspension en cada uno de los 5 tubos que contienen 9 ml de
medio preparado. Tapar y homogenizar.

- En cualquier caso (opcion 1 o 2) incubar los tubos a 35 + 0,5°C por el tiempo
dispuesto por el fabricante del reactivo. La muestra debe incubarse dentro de los
30 minutos posteriores a la adicion del medio.

- Para la lectura refiérase a la tabla de NMP adjunta en el anexo 2 del presente
documento. El valor de NMP obtenido, debera multiplicarse por el factor de dilucion
empleado para obtener resultados cuantitativos adecuados.

C. Interpretacion de resultados

- Coliformes totales: la degradacion de ONPG genera cambio de tonalidad en el
medio de cultivo después del tiempo minimo de incubacion. Si al momento de
la lectura el color no es uniforme, mezcle la muestra por inversion suavemente
antes de proceder. Use un comparador de color (producto comercial) para
identificar con mayor facilidad la tonalidad de las muestras positivas. Si el tono
generado por la muestra es mas intenso que el del comparador se considera
una muestra positiva para coliformes totales, de lo contrario sera considerada
negativa para el mismo parametro. Si la respuesta cromoégena no es
suficientemente clara tras el periodo de incubacion, deje la muestra un maximo
de 4 horas adicionales para intensificar el color y dar claridad al resultado. No
se recomienda superar este tiempo pues después de estas 4 horas adicionales
de incubacion los resultados negativos son considerados validos pero los
positivos no.
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- E. coli: el sustrato fluorogénico MUG es hidrolizado por la enzima bacteriana B-
D-glucuronidasa generando una fluorescencia caracteristica, visible tras la
exposicion a luz UV (365-366 nm) cuando se expone ante una bombilla de 6-W
a 5 pulgadas (12,7 cm) de distancia de la muestra en un ambiente oscuro.
Adicionalmente, por ser perteneciente al grupo coliforme total, E. coli degrada
el sustrato ONPG, generando cambio de tonalidad en el medio de cultivo. De
esta manera, las muestras que evidencian simultaneamente cambio en la
coloracion del medio y fluorescencia con exposicion a luz UV tras el tiempo
minimo de incubacién, son consideradas positivas para E. coli; si Unicamente
presentan cambio en la tonalidad del medio de cultivo son consideradas
negativas. Si la muestra no evidencia cambio de tonalidad en el medio como
reaccion positiva de la B-galactosidasa, es considerada también como E. coli
negativa.

COLIFORMES TOTALES

Negativo Comparador Positivo

Fuente: propia

Figura 15. Interpretacion del resultado de coliformes totales por la técnica
sustrato enzimatico definido

Escherichia coli

‘ Lectura en luz UV

=

Positivo para C. totales Positivo Negativo
Fuente: propia

Figura 16. Interpretacion del resultado para determinacién de E. coli por la
técnica sustrato enzimatico definido
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Algunos microorganismos no coliformes como Aeromonas spp. Flavobacterium
spp. Yy algunas especies de Pseudomonas spp., pueden producir minimas
cantidades de la enzima B-D-Galactosidasa. El crecimiento de estos en el medio
de cultivo suele ser suprimido y generalmente no generan falsos positivos a menos
que se encuentren en concentraciones superiores a 10° UFC/100 ml en la muestra.
Microorganismos pertenecientes al género Shigella spp. y Salmonella spp. pueden
generar fluorescencia pero no cambio de color en el medio de cultivo debido a que
son B-galactosidasa negativo, por lo que al momento de realizar la lectura son
considerados como E. coli negativo [24].

D. Reporte de resultados

- Ausencial/presencia: Reporte el total de coliformes totales y E. coli presente o
ausente en 100 ml de muestra.

- Cuantificacion en tubo multiple: Determine el valor de NMP con los resultados
de las tablas dispuestas en el anexo 2 del presente documento, segun el
numero de tubos positivos.

- Cuantificacion en dispositivos multi-pozo: Determine el valor de NMP con
los resultados de las tablas apropiadas dispuestas por el fabricante segun el
numero de pozos grandes y pequehos positivos. Reporte el resultado en
unidades NMP/100 ml.

E. Control de calidad

Independiente del método de referencia a emplear, antes de iniciar un nuevo lote de
reactivo se debe verificar el desempefo de este mediante la preparacion de un control
negativo y un control positivo empleando para ello material de referencia. Cada método
indica las cepas a emplear para sus respectivos controles. Para la determinacion de
coliformes totales se recomienda como control positivo inocular el medio con una cepa
certificada de E. coliy un coliforme total diferente a E. coli (Ej.: Klebsiella spp., Enterobacter
spp.). Como control negativo se debe inocular el medio de cultivo con un microorganismo
no coliforme (Ej.: Pseudomonas spp.). Algunos reactivos comerciales indican exactamente
la referencia de la cepa a emplear, tener en cuenta estas recomendaciones.

Se recomienda evaluar la esterilidad del material a emplear para la ejecucién de los
ensayos (botellas de muestreo, botellas de dilucion, dispositivos de cuantificacién, tubos)
y confirmar ausencia de auto fluorescencia en los recipientes empleados para la lectura de
E. coli.

N, 5 I



SINS

Almacene el reactivo siguiendo las instrucciones del fabricante y empléelo antes de su
fecha de caducidad. Evite la exposicion prolongada del reactivo a la luz directa del sol, ya
que esto puede afectar sus propiedades y descartelo si observa cambios en las
caracteristicas macroscépicas del mismo (Ej: cambio de color, textura) [24].

En el marco de la ejecucion de actividades de control de calidad en el laboratorio de
microbiologia, se recomienda realizar como minimo los controles descritos en el
documento Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater capitulo 9020
B. Guias de control de calidad intra — laboratorio, numeral 9. Procedimientos de control de
calidad analiticos para métodos establecidos [24]. Asegure que todos los datos de control
de calidad se registran y controlan adecuadamente.

e Variabilidad de recuento de pozos: como evaluacidn rutinaria se recomienda
realizar mensualmente el recuento duplicado de (minimo) una muestra positiva, por
uno o mas analistas. El ejercicio debe realizarse sobre el mismo dispositivo
obteniendo correspondencia hasta del 5% (repetibilidad en el recuento) cuando el
ejercicio lo realiza el mismo analista y correspondencia hasta del 10%
(reproducibilidad en el recuento) cuando el ejercicio lo realizan dos analistas.

e Cultivo (control) positivo: cada vez que se realicen siembras, se procesa por
ultimo 100 ml de agua grado reactivo con adicién de una concentracion microbiana
conocida del o los microorganismos control seleccionados. Este control debe ser
manipulado de igual forma que las muestras e incubado con las mismas. El material
de referencia deben ser cepas certificadas producidas por fabricantes nacionales o
internacionales que cumplan con los requisitos de la norma ISO 17034 en su
version vigente, las cepas de trabajo no deben tener mas de cinco pases. Los
cultivos y cepas obtenidas en pruebas inter-laboratorio o evaluaciones de
desempefo no son consideradas material de referencia adecuado.

e Control de medios de cultivo: como pruebas de desempefio del medio de cultivo
se recomienda que cada lote de reactivo sea sometido a pruebas que incluyan
evaluacion de la productividad, selectividad y especificidad.

e Andlisis duplicados: se deben ejecutar analisis duplicados al menos una vez al
mes o0 Si se requiere mas seguido segun lo describa el método de referencia.
Algunos métodos sugieren analizar por duplicado el 10% de las muestras, otros una
muestra duplicada por lote o corrida analitica.

e Control de esterilidad del dispositivo de recuento: coloque en uno o mas
dispositivos de recuento 100 ml de caldo no selectivo € incube a 35 + 0,5 °C durante
48 h. La ausencia de crecimiento en el medio indica esterilidad del dispositivo,
verifique esterilidad del medio de cultivo empleado. Registre la informacion
manteniendo la trazabilidad del lote monitoreado.
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o Control de esterilidad del proceso: durante la ejecucion de los ensayos, adicione
un blister del reactivo a 100 ml de agua destilada estéril. Estos blancos deben ser
manipulados de igual forma que una muestra. Identifique las placas como control
de esterilidad o blanco, indicando fecha, hora de incubacion y lider técnico que
procesa. Asegurese previamente que el lote de agua destilada cumple con las
condiciones de esterilidad requeridas. El resultado esperado es <1.0 NMP/100 ml.

o Control de precision cuantitativos — repetibilidad: el laboratorio debe establecer
la metodologia por la cual establece el control de precision. Para mas informacion
puede remitirse al capitulo 9020 B. Guias de control de calidad intra - laboratorio,
numeral 9. Procedimientos de control de calidad analiticos para métodos
establecidos item e. Precision de métodos cuantitativos en el documento normativo
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater [24].

9.2.3. Ausencia - Presencia

Técnica recomendada para analisis de agua para consumo humano. Es aceptada por la
legislacion colombiana segun lo descrito en el articulo 11 de la resolucion 2115 de 2007
para evaluar las caracteristicas microbiolégicas del agua para consumo humano. Segun el
reactivo empleado puede realizarse la identificacion simultanea de microorganismos
pertenecientes al grupo coliforme total y E. coli en la misma muestra, sin necesidad de
preparar medios de cultivo ni realizar pruebas confirmatorias, con tiempos de incubacién
desde las 16 horas emitiendo resultados cualitativos. El resultado éptimo en este caso
segun lo especificado en la resolucion es ausencia de coliformes totales y E. coli.

El unico método sustrato enzimatico aceptado por el referente normativo Standard Method's
for the Examination of Water and Wastewater es el descrito en el numeral 8.1.2, capaz de
emitir resultados cuantitativos y cualitativos (ausencia-presencia). Sin embargo, existen
varios reactivos con esta tecnologia empleados para este ensayo que se encuentran
aprobados por instituciones de referencia (Ej. EPA), pero que al no corresponder a métodos
estandarizados deberan pasar por un proceso de validacion previo uso en el laboratorio.
Asi mismo, hay otros medios deshidratados que se pueden emplear para este fin como el
medio lauril triptosa, que son aceptados por referentes normativos estandar, pero requieren
pruebas confirmatorias complementarias durante su ejecucion, ejercicio que retrasa el
proceso y hace mas demorada la respuesta, situacion no deseada en caso de emergencia
sanitaria.

Estudios comparativos con métodos que emplean la técnica de filtracion por membrana,
indican que la técnica presencia-ausencia puede maximizar la deteccion de organismos
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coliformes en muestras con alta carga interferente, microorganismos que suelen crecer
sobre las colonias de coliformes y generar problemas en la lectura e interpretacién [24].

A. Fundamento de la técnica:

Este tipo de medios de cultivo permite obtener informacién cualitativa a partir de una
porcion grande de muestra. Teniendo en cuenta que en la totalidad de la muestra de agua
para consumo no debe haber coliformes totales ni E. coli, el sustrato brinda condiciones
Optimas para el crecimiento de estos microorganismos, si se desarrollan estos crecen en
la totalidad del recipiente, en caso contrario el medio permanecera igual y el resultado sera
negativo para los 100 ml de muestra analizados.

Tienen un principio similar al descrito previamente en el numeral 8.1.2 pues el resultado se
basa en la especificidad de los microorganismos blanco para generar reaccion sobre
sustratos especificos. Adicionalmente cuando se emplean algunos reactivos comerciales
se deben realizar pruebas confirmatorias rapidas para asegurar los resultados, las cuales
no toman tiempo adicional de incubacion y permiten reportar resultados con mayor grado
de confiabilidad.

B. Procedimientos de analisis

Empleando caldo lauril triptosa (Método 9221 D. SM)

- Preparar la formulacion del caldo lauril triptosa concentracion 3X (para analizar 100
ml de muestra).

- Dispensar 50 ml del medio preparado en recipientes de 250 ml de capacidad y
esterilizar en autoclave. Emplear un recipiente por muestra.

- Agitar la muestra para promover una distribucion homogénea de los
microorganismos. Para esto se debe asegurar que cuente con al menos 1 pulgada
(2,54 cm) de espacio de aire entre la superficie del liquido y la tapa del recipiente.
Agite de atras hacia adelante minimo durante 7 segundos o 25 veces [24].

- Medir asépticamente 100 ml de la muestra en un recipiente aforado o probeta
estériles.

- Inocular los 100 ml de la muestra en un recipiente previamente preparado con
medio de cultivo.

- Agitar por inversién la botella una o dos veces o hasta que se evidencie que la
muestra y el medio de cultivo se homogenizan.
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- Incubar el recipiente a 35 + 0,5°C por 24 + 2 horas y 48 + 3 horas para evidenciar
las reacciones acidas.

Empleando medios comerciales listos para uso

- Agitar la muestra para promover una distribucion homogénea de los
microorganismos. Para esto se debe asegurar que cuente con al menos 1 pulgada
(2,54 cm) de espacio de aire entre la superficie del liquido y la tapa del recipiente.
Agite de atras hacia adelante minimo durante 7 segundos o 25 veces [24].

- Medir asépticamente 100 ml de la muestra empleando un recipiente aforado o
probeta estériles.

- Agregar el contenido de la ampolla o el sobre con el reactivo a 100 ml de la muestra
contenida en el recipiente
- Tapar bien el recipiente y agitar invirtiéndolo suavemente varias veces para facilitar
la disolucion del reactivo
Incubar a la temperatura y el tiempo dispuesto por el fabricante del reactivo.

C. Interpretacion de resultados

Empleando caldo lauril triptosa (Método 9221 D. SM)

- Coliformes totales: Si no se evidencia crecimiento ni produccién de gas o acido,
incubar 24 horas mas (48 + 3 horas). Si pasado este tiempo no hay evidencia de
crecimiento el resultado es negativo para coliformes totales. Si hay produccién de
gas o acido se debe confirmar el resultado segun lo descrito por el método de
referencia (SM. 9221D) [24]. Este método se emplea para la determinacién de
coliformes totales en agua para consumo y la generacion del reporte final de
resultados puede llegar a requerir hasta tres dias después del inicio del ensayo.
Teniendo en cuenta el tiempo necesario para su ejecuciéon y la demora en los
resultados, se recomienda que su uso en el laboratorio sea la ultima opcién cuando
no es viable implementar las otras técnicas mencionadas en el presente documento;
pues en casos de resultados positivos el agua analizada ya ha sido consumida hace
varios dias y la generacién de alertas demoradas puede llegar a generar efectos
importantes en salud publica.

- E. coli: Se puede confirmar la presencia de E. coli con medios adicionales en el
marco del proceso de confirmacion, lo que aumenta el tiempo de ejecucién del
ensayo.
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Empleando medios comerciales listos para uso

- Coliformes totales: la degradacion de los sustratos fluorégenos o cromégenos del
medio de cultivo genera cambio de tonalidad después del minimo tiempo de
incubacion. Idealmente, use un comparador de color (producto comercial) para
identificar con mayor facilidad la tonalidad de las muestras positivas. Si el tono
generado por la muestra es mas intenso que el del comparador se considera una
muestra positiva para coliformes totales, de lo contrario sera considerada negativa
para el mismo parametro.

- E. coli: segun el reactivo empleado se realizara la interpretacion del resultado para
este parametro, en gran parte de los reactivos comerciales un resultado positivo es
identificado mediante la emision de una fluorescencia visible tras la exposicién a luz
UV (365-366 nm) cuando se expone ante una bombilla en un ambiente oscuro.
Adicionalmente, en algunos casos se deben adicionar reactivos de confirmacién
para aumentar la confiabilidad del resultado. De esta manera, las muestras que
evidencian simultdneamente cambio en la coloracion del medio y fluorescencia con
exposicion a luz UV tras el tiempo minimo de incubacion, son consideradas
positivas para E. coli; si unicamente presentan cambio en la tonalidad del medio de
cultivo son consideradas negativas.

D. Reporte de resultados

- Ausencial/presencia: Reporte el total de coliformes totales y E. coli presente o
ausente en 100 ml de muestra.

E. Control de calidad

Independiente del método o el reactivo comercial a emplear, antes de iniciar un nuevo lote
de reactivo se debe verificar el desempeno de este mediante la preparacion de un control
negativo y un control positivo empleando para ello material de referencia. Cada método
indica las cepas a emplear para sus respectivos controles. Para la determinacion de
coliformes totales se recomienda como control positivo inocular el medio con una cepa
trazable de E. coli y un coliforme total diferente a E. coli (Ej.: Klebsiella spp., Enterobacter
spp.). Como control negativo se debe inocular el medio de cultivo con un microorganismo
no coliforme (Ej.: Pseudomonas spp.). Algunos reactivos comerciales indican exactamente
la referencia de la cepa a emplear, tener en cuenta estas recomendaciones.
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Se recomienda evaluar esterilidad del material a emplear para la ejecucién de los ensayos
(botellas de muestreo, botellas de dilucion, dispositivos de cuantificacion, tubos) y confirmar
ausencia de auto fluorescencia en los recipientes empleados para la lectura de E. coli.

Almacene el reactivo siguiendo las instrucciones del fabricante y empléelo antes de su
fecha de caducidad. Evite la exposicion prolongada del reactivo a la luz directa del sol, ya
que esto puede afectar sus propiedades y descartelo si observa cambios en las
caracteristicas macroscépicas del mismo (Ej: cambio de color, textura) [24].

En el marco de ejecucion de actividades de control de calidad en el laboratorio de
microbiologia, se recomienda realizar como minimo los controles descritos en el
documento Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater capitulo 9020
B. Guias de control de calidad intra - laboratorio, numeral 9. Procedimientos de control de
calidad analiticos para meétodos establecidos [24]. Asegure que todos los datos de control
de calidad se registran y controlan adecuadamente.

o Cultivo (control) positivo: cada vez que se realicen siembras, se procesa por
ultimo 100 ml de agua grado reactivo con adicion del o los microorganismos control
seleccionados. Este control debe ser manipulado de igual forma que las muestras
e incubado con las mismas. El material de referencia deben ser cepas certificadas
producidas por fabricantes nacionales o internacionales que cumplan con los
requisitos de la norma ISO 17034 en su version vigente, las cepas de trabajo no
deben tener mas de cinco pases. Los cultivos y cepas obtenidas en pruebas inter -
laboratorio o evaluaciones de desempefio no son consideradas material de
referencia adecuado.

¢« Control de medios de cultivo: como pruebas de desempefio del medio de cultivo
se recomienda que cada lote de reactivo sea sometido a pruebas que incluyan
evaluacién de la productividad, selectividad y especificidad.

e Andlisis duplicados: se deben ejecutar analisis duplicados al menos una vez al
mes 0 si se requiere mas seguido segun lo indique el método de referencia. Algunos
métodos sugieren analizar por duplicado el 10% de las muestras, otros una muestra
duplicada por lote o corrida analitica.

o Control de esterilidad del proceso: durante la ejecucion de los ensayos, adicione
una ampolla o sobre del reactivo a 100 ml de agua destilada estéril. Estos blancos
deben ser manipulados de igual forma que una muestra. Identifique las placas como
control de esterilidad o blanco, indicando fecha, hora de incubacion y lider técnico
que procesa. Asegurese previamente que el lote de agua destilada cumple con las
condiciones de esterilidad requeridas. El resultado esperado es ausencia de
coliformes totales y ausencia de E. coli.
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9.3. Técnicas moleculares
9.3.1. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Actualmente, la mayoria de las técnicas empleadas para evaluar calidad microbiologica
del agua logran la deteccién de los microorganismos blanco entre 24 a 72 horas, segun
la metodologia empleada. Las técnicas moleculares generan resultados en menos de
cuatro horas con altos niveles de sensibilidad y especificidad al ser métodos que no
requieren cultivos, por lo que son aptos para uso con diferentes tipos de
microorganismos, incluso aquellos de dificil manejo en laboratorio, dada su capacidad
de identificar y cuantificar acidos nucleicos.

Existen varios kits comerciales en el mercado para ejecutar ensayos de PCR, es
necesario contar con un laboratorio con infraestructura especial para realizar ensayos
moleculares, con las divisiones respectivas que minimicen la contaminacion cruzada.
Se requieren equipos especializados y reactivos especificos para el fin del ensayo,
sondas, acidos nucleicos, entre otros un poco mas complejos que los empleados en
las técnicas de ensayo de crecimiento por cultivo [14].

Al ser un método llevado a cabo in vitro que busca amplificar las cadenas de ADN (o
ARN segun el microorganismo) empleando sondas como plantilla y cebadores de
oligonucledtidos, tiene la ventaja de ser altamente especifico, pues la unién solo ocurre
en secuencias complementarias bajo la guia del material genético del organismo objeto
del ensayo [24].

Existen PCR duplex o PCR multiplex, que incluyen dos o mas sets de iniciadores
(primers), resultando en dos o multiples productos de amplificacién, lo que permite
identificar mas de un organismo y mas de un gen en la muestra simultdneamente. Asi
mismo, es posible evaluar simplemente la presencia o ausencia de los genes asociados
al organismo de interés o cuantificarlos para determinar su concentracion en la muestra
analizada; la seleccion de la técnica a emplear depende del objeto del estudio y de la
normatividad nacional.

El material genético puede perdurar algun tiempo aun después que la célula muere,
por lo que no es posible distinguir microorganismos infectivos 0 no viables. Sin
embargo, actualmente se encuentran disponibles varias técnicas o combinaciones de
técnicas para evitar el problema infectividad/viabilidad [14].

Como desventajas de la técnica se encuentra que la reaccion es sensible a la inhibicion
por componentes presentes principalmente en muestras ambientales, esta puede variar
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entre reactivos y/o equipos; los costos de adquisicion de los equipos, la estandarizacion
de los métodos analiticos y la necesidad de grandes volumenes de muestra cuando se
presume baja contaminacion y la concentracion de los microorganismos es escasa, lo
que requiere el empleo de métodos de concentracion que pueden aumentar los costos
[57].

Secuencia target ADN
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Figura 17. Técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa

9.3.2. Deteccion de bacterias por Hibridacion Fluorescente in situ (FISH)

Es una técnica citogenética de deteccion molecular estrictamente taxonémica donde
se marcan estructuras internas con sondas que emiten fluorescencia, facilitando la
identificacion de microorganismos en una muestra. El protocolo basico incluye la
filtracion inicial de la muestra de agua a través de una membrana, una posterior fijacion
a la misma, permeacion de células, hibridacion con sonda fluorescente, lavado para
eliminar excesos y finalmente el examen por microscopia de epifluorescencia.
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La senal de fluorescencia dada por cada célula bacteriana depende del nimero de
blancos u objetivos dentro de la célula, por ejemplo, cuando se dirige la sonda al ARN
ribosomal la sefial depende del numero de ribosomas de la célula, es decir, depende
del estado fisioldgico de la bacteria. La prueba puede llegar a requerir algunos equipos
especializados y pese a que es facil de realizar en cortos periodos de tiempo (dos a
tres horas) [14], la lectura requiere que de un profesional con experiencia.

Uno de los limitantes de esta técnica es que ninguna sonda puede detectar de manera
independiente los coliformes (sean fecales o no), dado que todos pertenecen a un
mismo taxén molecular, pero en algunos casos pueden detectar microorganismos
especificos, mientras que sus genes sean conservados y no se compartan entre
especies gendmicas [14] [58].

n Material genetico denaturado

iq‘—Sonda hibridada

;1

=

(: Filtracion Fijacion Hibridacién onje Lectura
@
Fuente: Propia
Figura 17. Técnica Fish
94. Técnicas inmunoldgicas

9.4.1. Citometria de flujo

Es una tecnologia que permite identificar células (u otras particulas) suspendidas en un
medio liquido. Las particulas fluyen una a una a través de un haz de luz en la region de
detecciéon de la camara de flujo donde son clasificadas por su tamafio y densidad. Son
visibles gracias a la especificidad de los anticuerpos empleados para generar fluorescencia
sobre los componentes de interés.

Permite detectar hasta el 99% de células presentes en la muestra en poco tiempo, se puede
completar un analisis en menos de quince minutos incluyendo indicadores y patégenos e
incluso bacterias viables no cultivables, lo que favorece la generacion de alertas
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tempranas. Indica la carga bacteriologica total de la muestra dando indicios sobre su grado
de contaminacion. Es un método de uso limitado. Suiza fue el primer pais en implementar
esta técnica en el marco del control de calidad del agua para consumo humano y a la fecha
otros paises europeos se encuentran realizando estudios al respecto para ajustar sus
protocolos [14].

Dentro de las limitantes de esta técnica se cuenta que el citdmetro de flujo requiere de un
operador experto, los consumibles principalmente son anticuerpos monoclonales, variables
segun los microorganismos a detectar, lo que puede representar inicialmente una alta
inversion de capital. Aun pese a la especificidad de la técnica pueden existir particulas
interferentes incluso en muestras negativas [59][60].

Muestra tratada
Anticuerpos monoclonares unidos a fluorocromos

Detector

VALY

N\ - ~
N\
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Fuente de
luz laser

Fuente: Propia

Figura 18. Técnica de citometria de flujo

10. Toma de muestras para analisis bacteriolégico de agua

Del adecuado proceso de la toma de muestras depende el éxito de los resultados analiticos
y la calidad del proceso operativo subsecuente, por ello es indispensable que cada
laboratorio establezca una serie de protocolos sobre las condiciones preanaliticas que
deben cumplir sus muestras. Para la estandarizacién de estos protocolos se recomienda
seguir lineamientos nacionales e internacionales especificos para el tipo de matriz a
analizar.
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De esta manera, para la toma de muestras de agua para consumo humano se recomienda
seguir las indicaciones dadas en el manual de instrucciones para toma, preservacion y
transporte de muestras de agua para consumo humano para analisis de laboratorio en
version vigente a la fecha [61]. Asi mismo, el documento normativo Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater en sus numerales 9060 A y 9060 B, describe
claramente los puntos clave para tener en cuenta para el procedimiento de toma y
transporte de muestras de agua. Cada método normativo que el laboratorio decida seguir
debera describir en detalle caracteristicas adicionales de importancia para su inclusion en
los protocolos.

10.1. Muestras remitidas al Laboratorio Nacional de Referencia

El LNR del INS ejecuta analisis bacteriolégicos de agua. Sin embargo, no es responsable
del proceso de toma de muestras, por lo que a continuacion se presentan de manera
general las instrucciones al personal responsable de la toma, conservacién, embalaje,
remision y transporte de muestras en cada una de las entidades territoriales de salud o
usuarios interesados en remitir muestras de agua, estandarizando asi el proceso de
identificacion de estas y la trazabilidad de la informacion contenida en la fase preanalitica.

Segun lo descrito en el Manual de procedimientos para la toma, conservacion y envio de
muestras al Laboratorio Nacional de Referencia [62], las muestras deben cumplir con los
requisitos descritos a continuacion para aprobar el ingreso y proceder a su analisis:

- Agente etioldgico a identificar: Coliformes totales y E. coli (métodos autorizados a
la fecha para ejecucion en el laboratorio de microbiologia de aguas del INS).

- Técnica: Sustrato enzimatico — Filtracion por membrana

- Tipo de muestra: agua para consumo humano (a la salida de la planta de
tratamiento, en red de distribucion, intradomiciliaria) agua cruda (estanques, lagos,
rios, quebradas, subterranea, embalses, represas, pozos, hacimientos,
manantiales, etc.), siempre y cuando sean de cuerpos de agua que sirvan como
fuente de captacién a los sistemas de abastecimiento de agua para consumo
humano.

- Volumen minimo: el volumen minimo de la muestra recolectada debe ser de 300
ml, de manera que se cuente con cantidad suficiente para ejecutar el ensayo
directo, con duplicado y se cuente con contramuestra de respaldo. Las muestras
deben tener un espacio de aire de al menos 1 pulgada (2,54 cm o 25,4 mm) entre
la tapa y la superficie de la muestra, manteniendo el medio oxigenado y
favoreciendo su posterior agitacion.
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- Preservacion: la muestra se debe mantener en refrigeracion entre 2 y 8°C, por lo
gue se debe enviar en nevera de icopor con pilas refrigerantes. Se debe asegurar
que el empaque evite perdidas, derrames o contaminacion de la muestra, asi como
posibles alteraciones debidas a acciones mecanicas, calentamiento excesivo o
exposicion a luz intensa. Las muestras deberan contener las etiquetas
correspondientes que permitan una identificacion clara e inequivoca mediante la
adhesion de un rotulo que no pueda retirarse facilmente.

- Silamuestra ha sido tratada con cloro, el recipiente estéril en que se va a recolectar
el agua debera contener 0,1 ml de solucion de tiosulfato de sodio Na»S>03 al 3% en
una botella por cada 100 ml de muestra, para neutralizar hasta 5 mg/L de cloro
residual libre (aguas de consumo humano) y para muestras con mayor
concentracion de cloro residual libre, 0,1 ml de soluciéon de tiosulfato de Sodio
Na>S.0s3 al 10% por cada 100 ml de muestra, para neutralizar hasta 15 mg/L de
cloro residual libre (Ej. aguas residuales tratadas, aguas de piscina) [24].

En caso de que deba preparar las suspensiones de tiosulfato de sodio tenga en cuenta
las siguientes indicaciones:

Tabla 2. Indicaciones para la preparacion de las suspensiones de tiosulfato de

sodio
Tiosulfato de Sodio (Na;S;03) Peso del componente requerido
3% anhidrido 3 g/100mL
3% pentahidratado 4,6 g/100mL
10% anhidrido 10 g/100mL

10% pentahidratado 15,21 g/100mL

Fuente: SM. Tabla 9060

- El remitente debe registrar en la etiqueta de la muestra y en el acta de toma de
muestras la concentracion y el volumen de tiosulfato adicionado.

- Recipiente: Frasco de vidrio o plastico estéril (comercial). Cuando se recolecten
muestras para analisis microbiologico en recipiente de borosilicato se debe
asegurar que el recipiente presente marcas que evidencien su esterilidad, como la
cinta testigo de autoclave (Ver figura 20).
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Vapor: Indicador cambia a negro

Fuente: propia

Figura 20. Cinta testigo de autoclave

- Tiempo entre toma de muestra y procesamiento: 24 a 30 horas maximo

- Rotulado: Debe contener informacién sobre: Punto de toma de la muestra (direccion
y ubicacién); fecha y hora de recoleccién; tipo de muestra; nombre del solicitante;
nombre de la persona que recolectd la muestra y entidad remitente.

- Documentos adjuntos: Oficio remisorio o carta de solicitud y acta de toma de
muestras (Ver anexo 3 del presente documento). El acta se debe solicitar al INS via
correo electrénico, quienes remitirdn el documento en su ultima version vigente.

- Oportunidad en la entrega de resultados: Hasta siete (7) dias habiles contados a
partir del ingreso al laboratorio.

11. Control de calidad en el laboratorio de microbiologia

El aseguramiento de calidad en el laboratorio de microbiologia de aguas es indispensable
para afirmar que todos los procesos técnicos se llevan a cabo de manera adecuada,
siguiendo procedimientos estandarizados. La implementacion de un sistema de gestion de
calidad en el laboratorio promueve la generacion de resultados validos en el marco de
operacién de un laboratorio competente y apto para la ejecucion de dichos analisis [63].

Ademas de la correcta ejecucion de los protocolos asociados a los métodos de ensayo, es
indispensable que cada laboratorio realice actividades de control de calidad para
monitorear la fiabilidad de sus resultados y los parametros asociados a los mismos. Se
estima que cerca del 15% del tiempo de trabajo en el laboratorio se debe emplear en
actividades asociadas al control de calidad, por lo que establecer un programa de acuerdo
con los requerimientos propios de cada laboratorio facilita el proceso y asegura la ejecucion
de dichos controles en la oportunidad requerida [24].
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Se recomienda que todos los procesos sean documentados con base en la normatividad
relacionada con el objeto de los ensayos realizados e incluyan como minimo los aspectos
descritos a continuacion:

o=

Personal

:

Aclaracion de la formacion del personal que ejecuta las diferentes actividades en el
laboratorio y de las responsabilidades asociadas a cada rol. Procedimientos de
entrenamiento y seguimiento de capacidad técnica, incluyendo supervisiones, ensayos
de aptitud, evaluaciones y otras que se consideren necesarias. [24][63].

Control de calidad intra-laboratorio

El documento normativo Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater sugiere evaluar constantemente la variabilidad de colonias, control positivo
y negativo de medios de cultivo, analisis de duplicados, controles de esterilidad y
evaluacidon de precisiéon de los métodos de ensayo cuantitativos, entre otros. En el
numeral 7.1 Ay 7.1 B del presente documento se detallan algunos de estos controles.

Equipamiento e instrumentacion i w

El laboratorio debe contar con equipos suficientes para ejecutar los analisis, los cuales
deben estar en éptimas condiciones para su uso y se deben encontrar disponibles en
el area de trabajo (Ej: incubadora en el area de microbiologia). Cada uno de los equipos
empleados en el laboratorio debe contar con una identificacion unica, de manera que
se facilite la trazabilidad de la informacién relacionada. Se deben elaborar documentos
técnicos que describan la operacion de cada equipo y su constante seguimiento
metroldgico siguiendo los lineamientos de calidad que apliquen para cada caso.

Criterios de bioseguridad

Se debe hacer claridad sobre el nivel de bioseguridad que maneja cada laboratorio, de
manera que las practicas, el equipamiento de seguridad y el disefio de las instalaciones
se describan y ejecuten de acuerdo con las necesidades especificas. Ademas, el
personal que tenga acceso al laboratorio debera conocer los EPP a usar en cada una
de las actividades que ejecute. Para mayor informacion sobre este tema, el centro de
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control de enfermedades de Estados Unidos (CDC) y la Organizacién Mundial de la
Salud cuentan con documentos guia para su caracterizacion y practicas estandar
relacionadas [64][65]. Es importante identificar los riesgos propios del area de trabajo
que permitan generar las regulaciones adecuadas para el espacio.

"

Ensayos inter-laboratorio - PICCAP

El programa PICCAP es un programa oficial del evaluacion externa del desempeno
dirigido por el INS, creado con el fin de dar cumplimiento a los numerales 3 y 5 del
articulo 7 del decreto 1575 de 2007. Es considerado un requisito indispensable para la
expedicion de la resolucion de autorizacion de laboratorios en Salud Publica ano a ano
por parte del Ministerio de Salud y Proteccion Social (Resolucion vigente No. 2625 de
2019). Este ensayo de aptitud se oferta a laboratorios de Salud Publica, laboratorios de
Empresas de Servicios Publicos, laboratorios de entidades oficiales, laboratorios de
Universidades, laboratorios particulares y otros que realizan andlisis de aguas para
consumo humano en Colombia. Para mayor informacién sobre los calendarios y
protocolos de las rondas emitidas se puede revisar la que se encuentra disponible en
el link: https://www.ins.gov.co/TyS/programas-de-calidad/programas-directos/piccap.
Los ensayos bacteriolégicos se reportan a la fecha de elaboracién del presente
documento como presencia — ausencia para los parametros coliformes totales y E. coli.

S

Instalaciones ﬁ
it

Es importante asegurar que las areas donde se ejecutan los ensayos cumplan con
condiciones adecuadas para la generacién de resultados validos. Entre estos aspectos
se deben considerar: Minimizacién de potencial contaminacién de areas de trabajo,
acondicionamiento de superficies de trabajo para ofrecer condiciones confortables y
seguras para el personal, control de transito, caracteristicas de las instalaciones segun
las actividades a realizar (Ej: paredes, pisos, techos), monitoreo de ambientes,
disposicién adecuada de reactivos y acceso a sus respectivas hojas de seguridad,
protocolos de limpieza y desinfeccidn, manejo y disposicidén de residuos e instalacion

de sistemas eléctricos de acuerdo a la necesidad del laboratorio [24], [63], [66].
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Validacion y verificacion de métodos de ensayo

La evaluacién de los criterios de desempefo del método de ensayo permite evidenciar
qgue su ejecucion bajo las condiciones del laboratorio genera los resultados esperados
para las muestras analizadas. El reporte de resultados repetibles, con bajas tasas de
falsos positivos, falsos negativos, mayor sensibilidad y mayor especificidad es un punto
critico para aportar confiabilidad al resultado generado [67].

Registros IE

Se debe asegurar trazabilidad de todos los procesos ejecutados en el laboratorio, asi
como de los registros de datos primarios y todas las actividades asociadas que se
encuentren documentadas. El manejo de la informacioén se define internamente segun
los lineamientos propios de cada laboratorio, pero se recomienda su almacenamiento
por largos periodos de tiempo por si estos llegan a ser requeridos para algun proceso
legal y se llega a considerar necesario acceder a la cadena de custodia relacionada con
alguna muestra. Todas las muestras deben tener un cédigo unico de identificacion, que
evite confusiones y asegure su trazabilidad.

Manejo de datos i

El manejo estadistico de los datos en microbiologia es diferente al empleado en otras
areas de la ciencia, por ello es indispensable manejar documentacion donde se
indiquen los procedimientos asociados al analisis de este tipo de informacion. Para el
seguimiento de informacién en el laboratorio de microbiologia se recomienda revisar el
documento normativo Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater,
numeral 9020 B item 13, para verificacion de métodos se recomienda seguir las
indicaciones de la norma ISO 13843 en su ultima version vigente, para el célculo de la
incertidumbre de métodos microbiolégicos se recomienda revisar la norma ISO
29201:2012.

Procedimientos operativos estandar (POEs) H

Estandarizar los lineamientos para la ejecucion de los métodos de ensayo es
indispensable para asegurar que los procedimientos se realizan de la misma manera
siempre, independientemente del analista asignado. Se debe describir claramente cada
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uno de los pasos a seguir con base en un documento normativo e incluir equipos,
reactivos, material de referencia, indicaciones de disposicién final de material y demas
que el laboratorio considere pertinente para el ensayo. Los documentos deben tener
revision y aprobacion previa publicacion interna [24], [63].

Fuente: Propia

En el anexo 4 del presente documento se describe la tabla de resumen de practicas de
control de calidad para el laboratorio de aguas descrita en el documento normativo
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater numeral 9020 B donde se
incluyen los items a controlar, la accion a realizar y la frecuencia con la cual se recomienda
su ejecucion. Este documento es una guia, cada laboratorio define sus propios
lineamientos y aplicacién de la informacién aqui descrita segun los equipos, métodos,
reactivos y capacidad operativa disponible.

Para asegurarse que el sistema de gestién de calidad es incluyente con todos los
parametros requeridos para asegurar el correcto funcionamiento de un laboratorio de
ensayo, se solicita la implementacion de lo establecido en la norma NTC ISO/IEC 17025
version vigente, documento que describe al detalle los requisitos generales para la
competencia, imparcialidad y operacion coherente de los laboratorios de ensayo. La
acreditacion de ensayos bajo esta norma confirma o reconoce la competencia técnica del
laboratorio y la capacidad de este para generar resultados confiables. Esta norma incluye
dentro de sus disposiciones: Requisitos generales (imparcialidad y confidencialidad);
requisitos relativos a la estructura; requisitos relativos a los recursos (personal,
instalaciones y condiciones ambientales, equipamiento, trazabilidad metrologica, productos
y servicios suministrados externamente); requisitos del proceso (ofertas y contratos,
seleccion, verificacion y validacion de métodos, muestreo, manipulacion de los items de
ensayo, registros técnicos, evaluacion de la incertidumbre de la medicion, aseguramiento
de la validez de los resultados, informes de resultados, quejas, trabajo no conforme, control
de los datos y gestion de la informacion) y requisitos del sistema de gestién alineado
con los requisitos de la norma ISO 9001 (control de registros, acciones para abordar riesgos
y oportunidades, mejora, acciones correctivas, auditorias internas y revisiones por la
direccion).

En el proceso de acreditacion, una entidad independiente o de tercera parte, evalua la
capacidad técnica del laboratorio mediante la verificacién de los criterios descritos por la
norma, el cumplimiento de estos genera como resultado el reconocimiento oficial del
laboratorio frente a sus usuarios relacionando aquellos métodos de ensayo para los cuales
cumple con la competencia técnica.
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ANEXO 1. Criterios de calidad bacteriolégico en diferentes paises

, Norma de | Coliformes , Coliformes | Bacterias
Pais . E. coli X Otros
referencia totales fecales heterétrofas
0 UFC/100 ml | 0 UFC/100 ml -
<1 <1
Colombia Resolucion microorganismo | microorganismo | Maximo 100 i
2115de 2007 |en 100 ml 6|en 100 ml ¢ UFC/100 ml
ausencia en | ausencia en 100
100 ml ml
No -
Maximo detectable
México ggpl\\/:-.112934a 2NMP/100ml O | - NMP/100ml -
2 UFC/100ml o] 0
UFC/100ml
Se sugiere su
monitoreo
Estados EPA 816-F-09- como control | Legionella spp.:
) 004. Mayo | 5% ° cero Cero
Unidos de Cero
2009 L
contaminacion
en agua
Agua para
consumo, a la
Brasil Portaria N.° 50, C tsrzl’::;ientoyier: i i i
2.914. 2011 .
sistemas de
distribucion:
Ausencia/100ml
I, | I
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., ausencia
Resolucion en todas
Venezuela N° SG 018 59, d i las Maximo 100 i
98 de 1998 ° UFC/100ml
muestras
de 100ml
Pseudomonas
aeruginosa:
ausencia ausencia en 10
UNIT . Ausencia en 100 en 100 mi . ml
Uruqua N° 833-2008 ausencia en | ml (Coliformes Maximo 500 | Enterococos vy
guay ’ 100 mi (Coliformes UFC/ml Clostridios
. | fecales o E. )
fecales o E. coli) ) sulfito
coli)
reductores:
ausencia en
100 ml
Staphylococcus
aureus,
Anaerobios
Recuento a sulfito
, | reductores,
22°C: max P. aeruginosa
Uganda US 201:2008 ausenmfa en | Ausencia en 100 100/ml Streptococcus
100 ml ml Recuento a )
, | faecalis,
37°C: max .
50/ml Shigella y
Salmonella:
Ausencia en
100ml de
muestra.
Sudafrica | SANS241:2011 | < 10 /100ml ausencia en 100 | ausencia | _ 00/, ;
ml en 100 ml
I, o [ | I
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(control (control
operacional) operacional)
Enterococos 0
Directiva UFC/100 mi
Comunidad 98/83/CE Clostridium
(Espafia: Real | 0 UFC/100 ml 0 UFC/100 ml - perfringens
europea . .
Decreto (incluidas
140/2003) esporas) 0
UFC/100 mi
Australian
Australia Drinking-water i Ausencia en 100 | ausencia i
Guidelines 6 mi en 100 ml
2011
Drinking water
. Quality Ausencia en 100
Japon Standards - | ml i 100/mi i
2010

a. Alafecha se esta elaborando un proyecto de norma para su actualizacion, donde se destaca el cambio de monitoreo
de organismos coliformes totales Unicamente a monitoreo de coliformes fecales o termo tolerantes con limite
permisible <1 UFC/100ml, <1.0 NMP/100ml o ausencia segun el método empleado.

b. No mas del 5% de las muestras analizadas mensualmente. Para sistemas de agua que recolectan menos de 40
muestras rutinariamente por mes, no mas de una muestra puede resultar positiva para coliformes al mes. Todas las
muestras que resulten positivas para coliformes totales deben ser analizadas para determinar E. coli y/o coliformes
fecales. Si hay dos muestras consecutivas caracterizadas como positivas para coliformes totales y alguna de ellas
confirma como E. coli o coliforme fecal positivo el sistema tiene una violacién al nivel maximo permitido de
contaminantes.

c. Sistemas o soluciones alternativas colectivas que abastecen menos de 20.00 habitantes: coliformes totales. Valor
maximo permitido para Maximo una muestra positiva al mes con resultado positivo // Sistemas o soluciones
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alternativas colectivas que abastecen mas de 20.00 habitantes: coliformes totales. Valor maximo permitido Ausencia
en el 95% de las muestras analizadas mensualmente

. 95% de las muestras de 100 ml analizadas en red de distribucion deben ser negativas por un periodo de 12 meses

consecutivos

. No se considera viable detectar coliformes totales en dos muestras consecutivas en 100 ml provenientes del mismo

sitio

En agua potable entrando al sistema de distribucion: ausencia de coliformes totales y E. coli. Agua potable en el
sistema de distribucién: aceptable maximo 5% de muestras positivas analizadas anualmente, asegurando ausencia
en dos muestras consecutivas. En suministros sin tuberia se aceptan resultados hasta de 10 microorganismos
coliformes en 100 ml, pero el resultado para E. coli debe ser ausencia en el mismo volumen. En caso de emergencia,
el agua que se suministre debe tener ausencia de coliformes totales y E. coli.

Fuentes:

México: http://www.agrolab.com.mx/sitev002/sitev001/assets/nom-127-ssa1-1994.pdf. 01-18-96 NORMA Oficial
Mexicana NOM-127-SSA1-1994, Salud ambiental, agua para uso y consumo humano-Limites permisibles de
calidad y tratamientos a que debe someterse el agua para su potabilizacion.

USEPA. EPA 816-F-09-004. Mayo 20009. https://www.epa.gov/sites/production/files/2016-
06/documents/npwdr _complete table.pdf

Brasil. Ministério da Saude. Portaria n.° 2.914, de 12 de dezembro de 2011. Dispde sobre os procedimentos de
controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu padrado de potabilidade. Diario Oficial
da Unido, Brasilia, 14 de dezembro de 2011.
http://site.sabesp.com.br/uploads/file/asabesp doctos/kit _arsesp portaria2914.pdf

Venezuela. https://www.lurconsultores.com/wp-content/uploads/2018/10/Resoluci%C3%B3n-SG-018-98-Agua-
potable.pdf

Uruguay. http://www.ose.com.uy/descargas/Clientes/Reglamentos/unit 833 2008 .pdf

Uganda: https://members.wto.org/crnattachments/2015/TBT/UGA/15 0152 00 e.pdf

SouthAfrica.
https://store.sabs.co.za/pdfpreview.php?hash=d3d0b4e624a31e2a7a68cf1a3f4fb181b864dcdf&preview=yes
Espana. https://www.boe.es/buscar/pdf/2003/BOE-A-2003-3596-consolidado.pdf
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http://www.ose.com.uy/descargas/Clientes/Reglamentos/unit_833_2008_.pdf
https://members.wto.org/crnattachments/2015/TBT/UGA/15_0152_00_e.pdf
https://store.sabs.co.za/pdfpreview.php?hash=d3d0b4e624a31e2a7a68cf1a3f4fb181b864dcdf&preview=yes
https://www.boe.es/buscar/pdf/2003/BOE-A-2003-3596-consolidado.pdf
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Australia. https://www.nhmrc.gov.au/about-us/publications/australian-drinking-water-guidelines

Comunidad europea: https://eur-lex.europa.eu/legal-content/ES/TXT/PDF/?uri=CELEX:31998L0083&from=EN
Japoén. https://www.mhlw.go.jp/english/policy/health/water supply/4.html

A  global overview of  national regulations and standards  for  drinking-water  quality.
https://www.who.int/water sanitation health/publications/national-regulations-and-standards-for-drinking-water-
quality/en/
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Anexo 2. Tablas de interpretacion nimero mas probable con tubo multiple

Numero de indice de _Limites de confianza 95%

tubos positivos NMP/100mL Inferior Superior
0 <11 - 3.5
1 1.1 0.051 54
2 26 04 8.4
3 4.6 1 13
4 8.0 2.1 23
5 > 8.0 3.4 -

indice de NMP y limites de confianza al 95% para todas las combinaciones posibles de
resultados positivos y negativos cuando se inoculan 5 porciones de 20 ml cada una.

Fuente: SM (2017) Tabla 9221 II.

Numero de indice de  Limites de confianza 95%

tubos positivos NMP/100mL Inferior Superior
0 <11 - 3.4
1 1.1 0.051 59
2 2.2 0.37 8.2
3 3.6 0.91 9.7
4 5.1 1.6 13
5 6.9 2.5 15
6 9.2 3.3 19
7 12 4.8 24
8 16 5.8 34
9 23 8.1 53
10 >23 13 -

Indice de NMP vy limites de confianza al 95% para todas las combinaciones posibles de
resultados positivos y negativos cuando se inoculan 10 porciones de 10 ml cada una.

Fuente: SM (2017) Tabla 9221 111
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Combinacion de indice de Limites de confianza 95% Combinacion de indice de Limites de confianza 95%

tubos positivos NMP/100mL Inferior Superior tubos positivos NMP/100mL Inferior Superior
0 0 0 <1.8 - 6.8 4 0 3 25 9.8 70
0 0 1 1.8 0.090 6.8 4 1 0 17 6.0 40
0 1 0 1.8 0.090 6.9 4 1 1 21 6.8 42
0 1 1 3.6 0,7 10 4 1 2 26 9.8 70
0 2 0 3.7 0,7 10 4 1 3 31 10 70
0 2 1 55 1.8 15 4 2 0 22 6.8 50
0 3 0 5.6 1.8 15 4 2 1 26 9.8 70
1 0 0 2.0 0.10 10 4 2 2 32 10 70
1 0 1 4.0 0.70 10 4 2 3 38 14 100
1 0 2 6.0 1.8 15 4 3 0 27 9.9 70
1 1 0 4.0 0.71 12 4 3 1 33 10 70
1 1 1 6.1 1.8 15 4 3 2 39 14 100
1 1 2 8.1 3.4 22 4 4 0 34 14 100
1 2 0 6.1 1.8 15 4 4 1 40 14 100
1 2 1 8.2 3.4 22 4 4 2 47 15 120
1 3 0 8.3 34 22 4 5 0 41 14 100
1 3 1 10 3.5 22 4 5 1 48 15 120
1 4 0 11 3.5 22 5 0 0 23 6.8 70
2 0 0 4.5 0.79 15 5 0 1 31 10 70
2 0 1 6.8 1.8 15 5 0 2 43 14 100
2 0 2 9.1 3.4 22 5 0 3 58 22 150
2 1 0 6.8 1.8 17 5 1 0 33 10 100
2 1 1 9.2 34 22 5 1 1 46 14 120
2 1 2 12 41 26 5 1 2 63 22 150
2 2 0 9.3 3.4 22 5 1 3 84 34 220
2 2 1 12 4.1 26 5 2 0 49 15 150
2 2 2 14 5.9 36 5 2 1 70 22 170
2 3 0 12 41 26 5 2 2 94 34 230
2 3 1 14 5.9 36 5 2 3 120 36 250
2 4 0 15 5.9 36 5 2 4 150 58 400
3 0 0 7.8 2.1 22 5 3 0 79 22 220
3 0 1 11 3.5 23 5 3 1 110 34 250
3 0 2 13 5.6 35 5 3 2 140 52 400
3 1 0 11 3.5 26 5 3 3 170 70 400
3 1 1 14 5.6 36 5 3 4 210 70 400
3 1 2 17 6.0 36 5 4 0 130 36 400
3 2 0 14 5.7 36 5 4 1 170 58 400
3 2 1 17 6.8 40 5 4 2 220 70 440
3 2 2 20 6.8 40 5 4 3 280 100 710
3 3 0 17 6.8 40 5 4 4 350 100 710
3 3 1 21 6.8 40 5 4 5 430 150 1100
3 3 2 24 9.8 70 5 5 0 240 70 710
3 4 0 21 6.8 40 5 5 1 350 100 1100
3 4 1 24 9.8 70 5 5 2 540 150 1700
3 5 0 25 9.8 70 5 5 3 920 220 2600
4 0 0 13 41 35 5 5 4 1600 400 4600
4 0 1 17 5.9 36 5 5 5 > 1600 700 -
4 0 2 21 6.8 40

indice de NMP y limites de confianza al 95% para todas las combinaciones posibles de
resultados positivos y negativos cuando se inoculan 5 tubos por dilucion (10 ml, 1,0 ml y
1,0 ml).

Fuente: SM (2017) Tabla 9221 IV.
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Anexo 3. Acta de toma de muestras

] ‘N“:‘?::;“ - PROCESO ACTA DE TOMA DE MUESTRAS DE AGUA PARA CONSUMO HUMANO PARA ANALISIS Version: 00

. REDES EN SALUD PUBLICA BACTERIOLOGICO

L Pagina 01 de 01

ACTANo. |
INFORMACION DEL REMITENTE (Esta informacion la diligencia el responsable de la solicitud del senicio) |

Institucion remitente

Municipio / Departamento

Direccion
Nombre
Contacto Teléfono
e-mail

INFORMACION GENERAL DE LA MUESTRA (Esta informacion la diligencia el responsable de la solicitud del senvicio)

Nombre del punto de toma de muestra (a)

Direccion del punto de toma de muestra (b)

Fecha de toma de muestra (AAAA-MM-DD) Hora de toma (formato 24 horas)

Toma de muestra con torunda (si aplica) Inicio: Fin:

Codigo asignado por el solicitante

Matriz (Agua) Consumo humano Natural superficial Natural subterranea Otra:

Tipo de muestra Simple Puntual Compuesta Integrada

Parametros evaluados in situ Cloro residual libre ____ mg CI2/L pH___ Otro:

Esterilidad del recipiente en el que se toma la muestra (c) Recipiente de vidrio de borosilicato con cinta indicadora ___ Recipiente de plastico (esterilidad comercial o con cinta indicadora) __

Preservacion de la muestra (d)

Numero de recipientes Volumen (mL) (e) I

Responsable de la toma de muestra

Identificacion del responsable de toma de muestra Firma

Objeto del analisis Vigilancia ___ Diagnostico __ Control ___ IOtra: _
Ensayos solicitados (f) Coliformes totales Escherichia coli Otro:

Método de ensayo (g) Sustrato enzimético cualitaivo Sustrato enzimético cuantiativo Filtracién por membrana | |

Responsable de la entrega de la muestra

Identificacion del responsable de la entrega de la muestra Firma I

Observaciones

©

o

o

)

Ubicacion general. Ej: Nacimiento quebrada El Dorado
Ubicacion espacial precisa. Puede ser direccion convencional, alternativa o georreferenciacion

Cuando se tomen muestras para analisis microbiolégico en recipientes de vidrio de borosilicato, deben estar esteriles y presentar marcas que evidencien dicha esterilidad, como la cinta testigo de autoclave. En caso de
tomar la muestra en recipiente plastico comercial, debe adjuntar copia del certificado de esterilidad del lote de los recipientes empleados.

Sila muestra es agua para consumo humano tratada con cloro, registrar la cantidad de tiosulfato de sodio empleado. Para este caso el recipiente estéril en el que se va a recolectar el agua debera contener 0,5 mL de
tiosulfato de sodio al 10% por cada 100 mL de muestra. Las muestras deben ser almacenadas hasta su andlisis a una temperatura <10 °C sin llegar a congelacion. El transporte de la muestra se debe realizar entre 2 y 8
°C. El tiempo maximo entre la toma de la muestra yel andlisis son 30 horas.

El volumen minimo de la muestra recolectada debe ser de 250 mL, sin embargo se sugiere tomar un volumen mayor de manera que se cuente con material disponible para ejecutar el ensayo directo, con duplicado y
contar con una contramuestra de respaldo. Esta indicacion no aplica para la matrizPICCAP ya que la solucion que llega al laboratorio tiene indicaciones especiales de preparacion al volumen definido por el fabricante del

e item de ensayo. IMPORT ANTE: Las muestras deben tener un espacio de aire de por lo menos 1 pulgada (2,54 cm) entre la tapa yla superficie de la muestra, manteniendo el medio oxigenado y favoreciendo su posterior

agitacion.

Marque con una X el ensayo solicitado.

Seleccionar el método de referencia que desea. Para determinacion de coliformes totales y E. coli por técnica de sustrato definido basado en el método de referencia 9223 del Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater, unidades de reporte presencia, ausencia o NMP/100mL marque SM 9223. Para determinacion de coliformes totales y E. coli por técnica de filtracion por membrana basado en el método de
referencia norma ISO 9308-1: 2014, unidades de reporte UFC/100mL marque ISO 9308-1:2014.




SINS

El documento aqui presentado puede variar de versién y contenido segun las disposiciones
internas del Instituto Nacional de Salud, por lo que es necesario que se realice la solicitud
oficial del documento en version vigente previo envio de la muestra. Para ello comuniquese
con el Grupo de Microbiologia de la DRSP.
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ANEXO 4. Practicas asociadas al control de calidad

ITEM ACCION FRECUENCIA
Aire en area de trabajo Monitoreo de densidad bacteriana Mensual
Verificar temperatura con un dispositivo de registro maximo Semanal
Autoclaves Verificar desempefio con un bioindicador Mensual
Verificar tiempo Trimestral
Verificar cero Diaria, antes de cada uso
Balanzas Verificar exactitud con al menos 2 pesos * Ver el documento de referencia
Recalibrar Mensual (De preferencia)
Cabinas de bioseguridad Inspeccionar flujo de aire Cada uso
Certificar Anual
Conductimetro Calibrar Mensual
Botellas de dilucién de agua Verificar esterilidad, pH y volumen Cada lote
Congeladores Verificar temperatura Diaria
Descongelar Anual
Inspeccionar limpieza y grabado Cada uso

Material de vidrio

Verificar pH con azul de bromotimol

Cada lote lavado

Realizar prueba de residuos inhibitorios

Previo uso inicial o nuevos procesos de lavado

Realizar prueba de autofluorescencia Cada lote
e . . I Verificar temperatura Cada uso

Horno de esterilizacion con aire
Verificar desempefio con un bioindicador Mensual

Incubadoras Verificar temperatura Dos veces al dia cuando esta en uso
Verificar esterilidad, pH y apariencia Cada lote

Medios Verificar desempefio con cultivos de control positivos y negativos Cada lote
Verificar recuperacion del medio nuevo Vs medio anterior Cada lote

Sistemas de dispensacion de medios

Verificar exactitud del volumen de dispensacion

Cada cambio de volumen

Filtros de membrana

Verificar esterilidad y propiedades

Cada lote

Equipos de filtracion de membrana

Verificar ausencia de fugas y rayones en la superficie

Cada uso

Verificar esterilidad

Pre y post ejecucion de los ensayos

Verificacién de volumen (100 mL)

Inicial

Micropipetas

Verificacion de exactitud y precision del volumen dispensado

Trimestral o con mayor frecuencia si el uso es constante

Calibrar Anual
Microscopios Limpieza de sistema optico, plataforma y verificacion de alineacion Cada uso
Dispositivos multi pozo Verificacién de desempefio Mensual

Estandarizar con al menos dos soluciones buffer Cada uso
pHmetro

Determinar la pendiente Diaria

Analizar el desempefio de los duplicados Mensual
Recuento en placa

Repetir conteo Mensual

Agua grado reactivo

Monitoreo de calidad

Ver el documento de referencia

Refrigerador Verificacion de temperatura Diaria
Verificacion de esterilidad Cada lote
Botellas para toma de muestras Verificacion de eficiencia del agente de descloracion Cada lote
Verificacion de linea de 100 mL Cada lote
Verificacion de ausencia autofluorescencia (si se emplean para ensayos) Cada lote
Sistemas de monitoreo de temperatura - -
Unidades de trabajo Verificacion de exactitud Anual
Unidades de referencia Recertificar Cada 5 afios
Timer - -
Autoclaves Verificacion del tiempo con cronémetro Trimestral
Cronémetros Verificacion frente a un control nacional horario Anual
Lamparas UV, onda corta Monitoreo de uso de la ldmpara Cada uso
Desinfeccion Evaluacion con medidor de luz UV o verificacion con exposicion de placa Trimestral
Pesos - -
Trabajo Verificacion con pesos de referencia Ver el documento de referencia
Referencia Recertificacion Anual

* Se recomienda usar pesos dentro del rango de trabajo

N 02 [

Fuente: SM (2017)



