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IMPLEMENTACION DE LA TECNICA DE FILTRACION POR MEMBRANA
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(Implementacidon Febrero 2014)

VENTAIJAS

v'Alerta Temprana de riesgo
sanitario

v'Mejor capacidad de reaccion
ante un evento

v'Rapidez en aplicacion de
acciones correctivas

capacidad
analitica

ptimizacion
e tiempos de
trabajo




Presuntiva

24 -48 hs

Confirmatoria
para E coli

48-72hs

Resultado final




DOCUMENTOS NORMATIVOS DE REFERENCIA

NORMA IRAM 29107-1: 2015 “Deteccion y recuento de bacterias Coliformes y de
Escherichia coli”.

Parte 1- Método de filtracion por membrana para agua con bajo contenido de
flora bacteriana. Homologa a la NORMA ISO 9308 — 1: 2014




Participacion de OSSE en el Comité IRAM Norma 29107 -1
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ESQUEMA 1

DE NORMA IRAM 29107-1*

Calidad ambiental - Calidad del agua

Deteccion y recuento de bacterias coliformes v de Escherichia coli

Parte 1 - Método de filiracidén por membrana para agua con bajo
contenido de bacterias

Environmental qualty - Water quallty.
Detection and enumaration of Escharehla coll and collform bactera.
Parl 1 - Membrane Sitration Method for waters wih low bectanal background flom

LAS OBSERVACIONES DEEEN
i ENVIARSE CON EL FORMULARIC DE LA &

ETAPA DE DISCUSION PUBLICA

* COmEsSponce 3 13 revision de 13 IRAM 23107-122006.

DOCUMENTO EN ESTUDIO

Anexo G
(Itomnativa)

Integrantes del organisma de estudio

El estudio o2 26t nOma ha estado 3 cango ol onganlsmo respectvn, Integrado &1 la forma squente:
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LEGISLACION VIGENTE:
Ley N°11820/96 de la ADA Provincia de Bs As “Anexo A”, (Normas para la Calidad del
Agua potable).

ANEXO A:
NORMAS DE CALIDAD PARA EL AGUA POTABLE-
FRECUENCIA DE MUESTREO
TECNICAS ANALITICAS

TABLAL:
LIMITES TOLERABLES PARA LOS COMPONENTES
MICROBIOLOGICOS BASICOS

A. AGUA QUE ENTRA EN EL SISTEMA DE DISTRIBUCION

LIMITE TOLERABLE (segin método de anéfisiV_\

TUBOS MULTIPLES / MEMBRAMA FILTRAMNTE
Coliformes totales <2,2 NMP/100ml {Culifnrmes totales Ausencia /100ml
E. coli <2,2 NMP/100ml| \ E. coli Ausencia /100ml

B AGUA EN LA RED DE DISTRIBUCION \/
LIMITETOLERABLE (segin metodo de analisisl=" | ~~_

TUBOS MULTIPLES MEMBRAMA FILTRANTE
Coliformes totales <2,2 NMP/100ml | {Coliformes totales Ausencia /100ml
E. coli 2,2 NMP/100m| E. coli Ausencia /100ml

~—_




PRINCIPIO

Este método se basa en la filtracion de la muestra de agua a través de
una membrana de celulosa que retiene las bacterias.

Seguida de la incubacion en agar cromogénico.

Finalmente, identificacion y recuento de las colonias del grupo
coliformes.




MEDIOS DE CULTIVO CROMOGENICOS

Es un medio microbioldgico adecuado para la incubacion,
diferenciacion o seleccion de microorganismos, usando un
sustrato cromogénico que da como resultado un color.

Este color sera caracteristico de cada microorganismo
siendo mas facil y precisa la diferenciacion.
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CHROMOCULT COLIFORM AGAR
E.coli /Coliformes (Merck) e

) 1104260500

+ suplemento selectivo

Sustrato + Enzimas ——— Color

Sustrato Sustrato
Cromogénico | Cromogénico

Salmon- X-Glucuronide
GAL

Coliformes totales Rosa- Roja
B-D-galactosidasa

Escherichia coli
B-D-glucuronidasa Azul




INTRUMENTALY EQUIPOS

Filtros de membranas de ésteres de celulosa o equivalente de
47 mm a 50 mm de diametro y de poro nominal de 0,45 um.
Preferentemente reticuladas.

Placas de Petri plasticas estériles de 55 mm de diametro.

Pinza de acero inoxidable de puntas redondeadas.

Estufa de incubacion (36 + 2 °C).

Contenedor plastico o de vidrio con tapa para incubar las
muestras en condiciones de humedad.




NUEVA ISO 9308-1 (2014)

Filtracion de 100 ml de agua

tro ae U .48 Im

Chromocult™ Agar para coliformes
2+ 3 ha3b+ 2°C

Coliformes
colonias rojas

. S \ E. coli

e, confirmado
’/
iy

NO-

Coliformes







ONFIRMACION DE COLIFORMES TOTALES

Identificacion Bioguimica de las colonias tipicas coliformes no E.coli

Incubacion en

PCA/ TSA Confirmacién
24 hs a 362C

Colonias
rosadas

Confirmacion bacterias coliformes: No desarrolla coloracion
Reaccidn oxidasa negativa (-)




LIMITACION

Para muestras con abundantes sedimentos se
produce la sobresaturacion de la membrana
filtrante.

Esto impide la identificacion y cuantificacion de
las colonias.

\ 4

Método Readycult para Coliformes totales y E.Coli
(resultado a las 24 hs)

ePresencia/ Ausencia

eCuantificacion




Presencia/ Ausencia

Cuantificacion
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Cambio de color|  Fluorescencia
a azulverdoso

Coliformes "
totales

E.coll +

Negativo Sin cambio
de color




Controld calidad

* Control de incubadora: perfil térmico del proceso mediante un Datalogger
TESTO . Carta de control

*Control del bafio termostatico: registro de temperatura del bano. Carta de
control

* Control de heladera: perfil térmico mediante data logger TESTO. Control de
temperatura y humedad relativa en heladera donde se almacenan los medios de
cultivo.

*Control de campana de flujo laminar: técnica de recuento de bacterias
heterétrofas en Agar Plate Count.

*Control de autoclave: se descargan los ciclos de esterilizacion. Asistencia técnica
anual.




Control de medios de cultivo: Verificacion de desempeno del medio
Chromcult Coliform Agar : productividad, selectividad y especificidad con cepas
de referencia por cada lote. Controles positivos diarios.

Control de esterilidad de frascos de muestreo: control bacteriolégico de un
frasco por lote esterilizado.

Control del equipo de filtracion: Blancos de reaccion previos a la filtraciéon

de las muestras. También se verifica y registra la presencia de rayaduras
superficiales o pérdidas.

Control de pipetas: Calibracion y registro de las mismas.
Control de ultrafreezer: Registro de temperatura diario. Carta de control.

Control de Balanza: Calibracién y mantenimiento anual.




Control de Agua y Buffer: control de esterilidad de cada lote. Registro de
resultadosy fecha de esterilizacion.

Cepas de referencia: Cepario en ultrafreezer y libro de registros de cepario.

Cepas de trabajo evaluando: pureza, viabilidad y morfologia.

Control periddico de las cepas de referencia para cultivos Stock y de trabajo.
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INCUBACION
3642 °C

Incubadora




*TECNICA DE FILTRACION POR MEMBRANA SEGUN LA NORMA
IRAM 29107-1

e CONTROL DE EQUIPOS DEL LABORATORIO

*ENSAYOS INTERLABORATORIOS

ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD




