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	NORMA Oficial Mexicana NOM-245-SSA1-2010, Requisitos sanitarios y calidad del agua que deben cumplir las albercas.
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	Al margen un sello con el Escudo Nacional, que dice: Estados Unidos  Mexicanos.- Secretaría de 
Salud.
	In the margin a stamp with the National Seal, that says: United Mexican States. Secretary of Health.

	MIKEL ANDONI ARRIOLA PEÑALOSA, Comisionado Federal para la Protección contra Riesgos Sanitarios y Presidente del Comité Consultivo Nacional de Normalización de Regulación y Fomento Sanitario, con fundamento en los artículos 39 de la Ley Orgánica de la Administración Pública Federal; 4 de la Ley Federal de Procedimiento Administrativo; 3 fracciones XIII y XXII, 17 Bis fracción III, 17 Bis 2, 116, 118 fracciones I, II y VII, 119 fracción II y 122 de la Ley General de Salud; 47 fracción IV de la Ley Federal sobre Metrología y Normalización; 28 del Reglamento de la Ley Federal sobre Metrología y Normalización; 2 literal C fracción X, 36 y 37 del Reglamento Interior de la Secretaría de Salud; 2 fracción I incisos a) y c), 12 fracciones II, IV y V, 227, 1219 y 1220 fracción IV del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y Servicios; 3 fracciones I incisos i y n, II, V, IX y XI; 10 fracciones IV y VIII del Reglamento de la Comisión Federal para la Protección contra Riesgos Sanitarios, y
	MIKEL ANDONI ARRIOLA PEÑALOSA, Federal Commissioner for the Protection Against Sanitary Risks and President of the National Advisory Committee for Standardization of Regulation and Sanitary Promotion, based on Articles 39 of the Organic Law of Federal Public Administration; 4 of the Federal Law of Administrative Procedure; 3 sections XIII and XXII, 17 Bis section III, 17 Bis 3, 116, 118 sections I, II and VII, 119 section II and 122 of the General Health Law;  47 section IV of the Federal Law of Metrology and Standardization; 28 of the  Regulation of the Law of Metrology and Standardization; 2 letter C section X, 36 and 37 of the Internal Regulation of the Secretary of Health; 2 section I subsections a) and c), 12 sections II, IV and V, 227, 1219 and 1220 section IV of the Regulation of the General Health Law for Sanitary Control of Activities, Establishments, Products and Services; 3 sections I subsections i and n, II, V, IX and XI; 10 sections IV and VIII of Regulation of the Federal Commission for the Protection against Sanitary Risk, and

	CONSIDERANDO
	CONSIDERING

	Que en cumplimiento a lo previsto en el artículo 46 fracción I de la Ley Federal sobre Metrología y Normalización, el Subcomité de Salud Ambiental presentó el 20 de agosto de 2009 al Comité Consultivo Nacional de Normalización de Regulación y Fomento Sanitario, el anteproyecto de la presente Norma Oficial Mexicana.
	In compliance with that established on the article 46 section I of the Federal Law of Metrology and Standardization, the Subcommittee for Environmental Health on August 20, 2009 submitted to the National Advisory Committee for Standardization of Regulation and Sanitary Promotion, the draft for this Official Mexican Standard.

	Que con fecha del 5 de abril de 2010, en cumplimiento del acuerdo del Comité y de lo previsto en el artículo 47 fracción I de la Ley Federal sobre Metrología y Normalización, se publicó en el Diario Oficial de la Federación el proyecto de la presente Norma Oficial Mexicana, a efecto de que dentro de los siguientes sesenta días naturales posteriores a dicha publicación, los interesados presentaran sus comentarios al Comité Consultivo Nacional de Normalización de Regulación y Fomento Sanitario.
	That on April 5, 2010 in compliance with the Committee agreement and that established on article 47 section I  of the Federal Law of Metrology and Standardization, the project of this Official Mexican Standard was published in the Official Daily of the Federation, so that within the sixty calendar days after such publication, the interested parties would submit their comments to the  National Advisory  Committee for Standardization of Regulation and Sanitary Promotion.

	Que con fecha previa, fueron publicadas en el Diario Oficial de la Federación, las respuestas a los comentarios recibidos por el mencionado Comité, en los términos del artículo 47 fracción III de la Ley Federal sobre Metrología y Normalización.
	That on a previous date, the responses to the comments received by the aforementioned Committee were published in the Official Daily of the Federation, under terms of the Article 47 section III of the Federal Law of Metrology and Standardization.

	Que en atención a las anteriores consideraciones, contando con la aprobación del Comité Consultivo Nacional de Normalización de Regulación y Fomento Sanitario, tengo a bien ordenar la publicación en el Diario Oficial de la Federación la siguiente:
	That in response to the preceding comments, with the approval of the  National Consultative Committee for the Standardization of Regulation and Sanitary Promotion, I hereby order the publication in the Official Daily of the Federation the following:

	NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-245-SSA1-2010, REQUISITOS SANITARIOS
Y CALIDAD DEL AGUA QUE DEBEN CUMPLIR LAS ALBERCAS
	OFFICIAL MEXICAN STANDARD NOM-245-SSA1-2010, SANITARY REQUIREMENTS AND WATER QUALITY THAT SWIMMING POOLS MUST COMPLY WITH.
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	0. Introducción
	0. Introduction

	Con la finalidad de prevenir y minimizar riesgos a la salud pública por enfermedades gastrointestinales, de la piel y otras, ocasionadas por ingestión, contacto e inhalación de microorganismos patógenos y sustancias químicas en el agua de albercas, es necesario llevar a cabo el control y vigilancia de las condiciones sanitarias de operación y mantenimiento de las instalaciones; así como el monitoreo sistematizado de parámetros fisicoquímicos y de microorganismos que determinan la calidad del agua.
	In order to prevent and minimize risks to public health by gastrointestinal diseases, skin and other, caused by ingestion, contact and inhalation of pathogenic microorganisms and chemicals substances in pool water, it is necessary to carry out the control and surveillance of sanitary conditions of operation and maintenance of the facilities, as well as the systematic monitoring of physicochemical parameters and microorganisms that determine the quality of water..

	1. Objetivo y campo de aplicación
	1. Objective and field of application

	1.1. Esta norma establece las especificaciones sanitarias que deben cumplir las albercas con el propósito de minimizar o controlar riesgos a la salud de los usuarios.
	1.1. This standard establishes the sanitary specifications that swimming pools must comply with, in order to minimize or control health risks of users.

	1.2. Esta norma es aplicable a todas las albercas de centros vacacionales, clubes deportivos, balnearios, centros de enseñanza, hoteles, moteles, desarrollos turísticos, parques acuáticos o cualquiera que preste un servicio público.
	1.2. This standard is applicable to all pools of vacation centers, country clubs, water resorts, schools, hotels, motels, resort developments, water parks or to anyone who provides a public service.

	2. Referencias
	2. References 

	2.1. Norma Oficial Mexicana NOM-008-SCFI-2002, Sistema General de Unidades de Medida.
	2.1. Official Mexican Standard NOM-008-SCFI-2002 General System of Measurement Units.

	3. Definiciones
	3. Definitions

	Para los efectos de esta norma se entiende por:
	For the purposes of this standard, the following is understood as:

	3.1. Alberca.- Estanque artificial de agua construido para facilitar el nado, la recreación, el relajamiento,
la enseñanza o entrenamiento deportivo.
	3.1. Swimming pool.- Artificial water pond built to facilitate swimming, recreation, relaxation, education or sports training. 

	3.2. Bitácora.- Libro, cuaderno o registro foliado a través de un sistema electrónico o manual.
	3.2. Log.- Book, notebook or numbered record by means of an electronic or manual system.

	3.3. Biopelícula.- Crecimiento de microorganismos en forma de capa gelatinosa que se adhiere a una superficie.
	3.3. Biofilm.- Growth of microorganisms in the form of a gelatinous layer that adheres to a surface.

	3.4. Bromo residual libre.- Es la cantidad residual de iones hipobromito y ácido hipobromoso.
	3.4. Free residual bromine.- Is the residual amount of hypobromite ions and of hypobromous acid. 

	3.5. Bromaminas.- Es la cantidad de bromo combinado con nitrógeno amoniacal o con compuestos nitrogenados.
	3.5. Bromamines. – Is the amount of bromine combined with ammonia nitrogen or with nitrogenous compounds.    

	3.6. Circulación.- Acción mecánica o aporte de agua que permite la mezcla y el movimiento del agua en todos los sectores de la alberca, evitando su estancamiento.
	3.6. Circulation.​- Mechanical action or water intake that allows mixing and movement of water in all sectors of the swimming pool, avoiding its stagnation.

	3.7. Cloro residual libre.- Es la cantidad residual de iones hipoclorito y ácido hipocloroso.
	3.7. Free residual chlorine.- Is the residual amount of hypochlorite ions and hypochlorous acid.

	3.8. Cloraminas.- Es la cantidad de cloro combinado con nitrógeno amoniacal o con compuestos nitrogenados.
	3.8. Chloramines.- Is the amount of chlorine combined with ammonia nitrogen or with nitrogenous compounds.

	3.9. Desinfección.- Acción de inactivar o destruir microorganismos patógenos por medio de la aplicación de productos químicos o procesos físicos.
	3.9. Disinfection.- Action of inactivating or destroying pathogenic microorganisms through the application of chemical products or physical processes.

	3.10. Encauce.- Obra dentro de un río o arroyo para modificar su corriente con el fin de construir una alberca.
	3.10. Channel.-  Construction inside a river or stream that modifies its current in order to build a swimming pool.

	3.11. Equipo de medición de ORP.- Dispositivo que mide el intercambio de electrones por medio de la corriente eléctrica generada por las reacciones de óxido reducción; y que representa la concentración o actividad del desinfectante en el agua, expresado en milivoltios.
	3.11. ORP Measuring equipment.- A device that measures the exchange of electrons by the electric current generated by oxidation-reduction reactions; and which represents the concentration or activity of the disinfectant in the water, expressed in millivolts.

	3.12. Límite permisible.- Valor máximo o intervalo de concentración de un parámetro, que no causa efectos nocivos a la salud.
	3.12. Permissible limit.- Maximum value or range of concentration of a parameter, which does not cause harmful health effects.

	3.13. Mantenimiento.- Son los trabajos de conservación necesarios para prolongar la vida útil de un bien y preservarlo en buenas condiciones sanitarias.
	3.13. Maintenance.- Conservation efforts needed to extend the useful life of an asset and preserve it in good sanitary conditions.

	3.14. Materia flotante.- Es todo aquel material que tiene menor densidad que el agua y por ello queda en la superficie.
	3.14. Floating matter.- Is any material that has a lower density than water and thus remains on the surface.

	3.15. Método amperométrico.- Técnica electrolítica donde se aplica un voltaje eléctrico pequeño a través de dos electrodos y mide el cambio de corriente resultado de reacciones químicas.
	3.15. Amperometric method.- Electrolytic technique in which a small electric voltage is applied through two small electrodes and measures the change of current resulting from chemical reactions.

	3.16. Procedimiento.- Documento que contiene las instrucciones necesarias para llevar a cabo de manera reproducible una operación o actividad, describiendo en forma escrita y gráfica, el método, frecuencia, enlaces, participantes y responsables necesarios para la realización de dichas actividades.
	3.16. Procedure. - Document containing the necessary instructions to perform in a reproducible way an operation or activity, describing in written and graphic form, method, frequency, links, participants and necessary responsible people for the performance of such activities.

	4. Abreviaturas
	4. Abbreviations

	Además de lo especificado en la Norma Oficial Mexicana NOM-008-SCFI-2002, Sistema General de Unidades de Medida, el significado de los símbolos y abreviaturas utilizados en esta Norma es el siguiente:
	In addition to the specified in Official Mexican Standard NOM-008-SCFI-2002 General System of Measurement Units, the meaning of the symbols and abbreviations used in this standard is as follows:

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

	4.2. mg/L.- Miligramos por litro.
	4.2. mg/L.- Milligrams per liter.

	4.3. mL.- Mililitros.
	4.3. mL.- Milliliters.

	4.4. mm.- Milímetro.
	4.4. mm.- Millimeter.

	4.5. NMP.- Número más probable.
	4.5. MPN. - Most probable number.

	4.6. ORP.- Potencial de óxido-reducción.
	4.6. ORP.- Oxidation-reduction potential

	4.7. pH.- Potencial de hidrógeno.
	4.7. pH.- Potential of hydrogen.

	4.8. ppm.- Partes por millón.
	4.8. ppm.- Parts per million.

	4.9. UTN.- Unidad de turbidez nefelométrica.
	4.9. NTU.- Nephelometric turbidity unit.

	5. Disposiciones específicas
	5. Specific provisions

	Los propietarios o responsables de albercas deberán observar que las instalaciones de la alberca cumplan con los requisitos sanitarios siguientes, a fin de evitar riesgos a la salud de los usuarios:
	Owners or those responsible of pools shall supervise that pool facilities meet the following sanitary requirements in order to avoid health risks to users:

	5.1. Se deberá contar con procedimientos de operación, limpieza y mantenimiento de las albercas.
	5.1. It must have procedures for operation, cleaning and maintaining pools.

	5.1.1. Registrar en bitácoras las actividades de limpieza y mantenimiento de las albercas y los resultados de los análisis que se realicen.
	5.1.1. Record in logbooks cleaning and maintenance activities pools and the results of the analysis performed.

	5.2. Contar con un procedimiento de contingencias para dejar la alberca fuera de servicio en caso de accidentes o condiciones poco salubres del agua hasta lograr que se restablezcan las condiciones sanitarias.
	5.2. Having a contingency procedure for leaving the pool out of service in case of accidents or unsanitary water conditions until sanitary conditions are restored.

	5.3. Establecer un reglamento de medidas de seguridad y protección de salud de los usuarios y colocarlo
a la vista del público.
	5.3 Establish a set of rules for safety and user health protection and place it in the public’s view.

	5.4. Prohibir el ingreso de mascotas a la alberca.
	5.4 Prohibit the entrance of pets into the swimming pool.

	5.5. Se debe contar con servicios sanitarios y regaderas en el área de albercas.
	5.5 There must be restrooms and showers in the area of the swimming pools. 

	5.5.1. Servicios sanitarios con insumos higiénicos (papel sanitario y jabón).
	5.5.1 Restrooms with hygienic supplies (toilet paper and soap).

	5.6. Las paredes, pisos de la alberca, así como los accesorios que estén dentro de ésta, deben estar libres de presencia de moho y biopelícula y ser de acabado sanitario.
	5.6. Walls, floors of the swimming pool, as well as accessories within it, must be free of the presence mildew (mold) and biofilm and be of sanitary finishing.

	5.7. La alberca debe tener circulación de agua durante su operación y en caso de recirculación deberá contar con equipo de filtración.
	5.7. The swimming pool must have water circulation during operation and in case of recirculation must have filtration equipment.

	5.8. Se debe garantizar una renovación mínima diaria del agua del 5% en cada alberca.
	5.7. A minimum daily water renewal of 5% in each swimming pool must be guaranteed.

	5.9. Una vez vaciadas las albercas deberán recibir mantenimiento exhaustivo mediante el tallado y abrasión del piso y paredes, así como la adición de una solución de cloro a 100 ppm o 100 mg/L. Incluyendo el resane de grietas y aplicación de pintura epóxica en caso de requerirlo.
	5.9. Once the swimming pools are emptied they must receive exhaustive maintenance by scrubbing and floor and wall abrasion, as well as the addition of a chlorine solution at 100 ppm or 100 mg / L. Including the patching of cracks and the application of epoxy paint in case it is required. 

	5.10. El mantenimiento de filtros, equipos y accesorios deberá realizarse en forma periódica según recomendaciones del fabricante y contar con el registro de esta actividad.
	5.10. Maintenance of filters, equipment and accessories must be performed in a periodic manner according to the manufacturer’s recommendations and keep record of this activity. 

	5.11. La alberca no debe contener más de 10 unidades de materia flotante por metro cuadrado del total de su superficie, misma que debe ser retenida en una malla de aproximadamente 1 cm de abertura.
	5.11. The swimming pool must not contain more than 10 units of floating matter by square meter of its total surface area, same which must be retained in a mesh with an opening of approximately 1cm.

	5.12. El agua de la alberca deberá ser desinfectada previamente a su uso y cumplir con lo señalado en el cuadro 1.
	5.12. Swimming pool water must be disinfected prior to its use and comply with that established in table 1.

	Cuadro 1. Límites permisibles de parámetros fisicoquímicos y microbiológicos, método de detección y frecuencia mínima de muestreo del agua de alberca.


	Table 1. Permissible limits of physicochemical and microbiological parameters, detection method and minimum sampling frequency of swimming pool water.




	Parámetro
	Límite Permisible
	Método de Detección
	Frecuencia de Medición

	pH

	
	6.5 – 8.5
	Potenciométrico o colorimétrico
	Cada 4 horas durante el periodo de operación, iniciando con la apertura de servicio al público.

	Turbidez1

	
	5 UTN o penetración de luz mayor a 2 m con disco Secchi.
	Nefelométrico o visual
	Una vez al día a mitad del periodo de operación.

	Cloro residual libre2

	
	1.0 – 5.0 mg/L
	Colorimétrico con reactivo DPD 1 o amperométrico
	Cada 4 horas durante el periodo de operación, iniciando con la apertura de servicio al público, para los métodos amperométrico y ORP incluir una medición con DPD al inicio.

	
	>650 milivolts
	ORP
	

	Cloraminas2

	
	0.0 - 0.5 mg/L
	Colorimétrico con reactivo DPD 3
	Semanal

	Bromo residual libre3

	
	2.0 – 6.0 mg/L
	Colorimétrico con reactivo DPD 1 o amperométrico


	Cada 4 horas durante el periodo de operación, iniciando con la apertura de servicio al público, para los métodos amperométrico y ORP incluir una medición con DPD al inicio.

	
	>650 milivolts
	ORP
	

	Bromaminas3

	
	0.0 – 0.5 mg/L
	Colorimétrico con reactivo DPD 3
	Semanal

	Acido cianúrico o isocianuratos clorados2

	Alberca no techada
	100.0 mg/L
	Turbidimétrico con reactivo para ácido cianúrico o colorimétrico
	Semanal

	Alberca techada
	0.0 mg/L
	
	

	Coliformes fecales5 

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

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

	
	Ausente
	Ver, Apéndice Normativo A
	Bimensual, durante la temporada de uso. 


	Parameter
	Permissible Limit
	Detection Method
	Measuring Frequency

	pH

	
	6.5 – 8.5
	Potentiometric or colorimetric
	Every four hours during the operation period, starting once it is opened to the public.

	Turbidity1

	
	5 NTU or light penetration greater than 2 m with Secchi disk.
	Nephelometric o visual
	Once a day at the middle of the operation period.

	Free residual chlorine2

	
	1.0 – 5.0 mg/L
	Colorimetric with  DPD 1 reagent or  amperometric
	Every four hours during the operation period, starting once it is opened to the public, for amperometric and ORP methods include a DPD measurement at the beginning.

	
	>650 millivolts
	ORP
	

	Chloramines2

	
	0.0 - 0.5 mg/L
	Colorimetric with  DPD 3 reagent
	Weekly

	Free residual bromine3

	
	2.0 – 6.0 mg/L
	Colorimetric with  DPD 1 reagent or  amperometric 
	Every four hours during the operation period, starting once it is opened to the public, for amperometric methods and ORP include a DPD measurement at the beginning.

	
	>650 milivolts
	ORP
	

	Bromamines3

	
	0.0 – 0.5 mg/L
	Colorimetric with  DPD 3 reagent
	Weekly

	Cyanuric acid or chlorinated isocyanurates2

	Outdoor swimming pool
	100.0 mg/L
	Turbidimetric with reagent for cyanuric acid or colorimetric
	Weekly

	Indoor swimming pool
	0.0 mg/L
	
	

	Fecal coliform s5 

	
	< 40 NMP/100 mL
	See, Normative Appendix B.
	Bimonthly, during the season of use.

	Free-living amoebae (Naegleria spp, Acanthamoeba spp )4, 5

	
	None
	See, Normative Appendix A.
	Bimonthly, during the season of use.


	Notas:
	Notes:

	1
No aplica para aguas termales que por su naturaleza sean opacas.
	1     Does not apply to hot springs that by their nature are opaque.

	2
Aplica sólo para albercas en que se utilicen compuestos de cloro como desinfectante.
	2      Applies only to swimming pools in which chlorine compounds are used as a disinfectant.

	3
Aplica sólo para albercas en que se utilice bromo como desinfectante.
	3      Applies only to swimming pools in which bromine is used as a disinfectant.

	4
Aplica para albercas con temperatura de agua mayor a 30°C.
	4      Applies to swimming pools with water temperature above 30°C.

	5
El método de prueba para el análisis de estos microorganismos, se incluye en los apéndices.
	5      The test method for the analysis of these microorganisms is included in the appendices.

	5.13. Quedan exentas de desinfección y de cumplir los parámetros fisicoquímicos del cuadro 1,
las albercas construidas por encauce de una corriente superficial o de un manantial, cuando presenten las características siguientes:
	5.13.  Swimming pools built by the channeling of a surface current or spring are exempt of disinfection and of complying with the physicochemical parameters of table 1, when the following characteristics are presented:

	5.13.1. Las que tengan renovación de agua por lo menos tres veces al día durante el horario de servicio, asegurando por lo tanto ausencia de remolino.
	5.13.1. Those that have water renewal at least three times a day during the hours of service, thereby ensuring the absence of a whirlwind.

	5.13.2. El agua de estas albercas deberá muestrearse por lo menos tres veces en un mes, antes del inicio de temporada de mayor afluencia de visitantes para corroborar que se cumplen los límites permisibles de Coliformes fecales y Amebas de vida libre específicamente Naegleria spp y Acanthamoeba spp.
	5.13.2 Water of these swimming pools must be sampled at least three times in one month, before the start of the season with  greatest influx of visitors to corroborate that the permissible limits of Fecal coliforms and free-living amoebae specifically Naegleria spp y Acanthamoeba spp are met. 

	6. Control sanitario
	6. Sanitary control

	6.1. La autoridad sanitaria:
	6.1. Sanitary authority:

	6.2. Podrá corroborar en cualquier momento mediante revisión de bitácora que el agua que se utiliza en las albercas se encuentre dentro de los límites permisibles establecidos.
	6.2. Will be able to confirm at any time by reviewing the log that water that is used in the swimming pools is within the permissible limits.

	6.3. Bajo situaciones de contingencia, podrá establecer los agentes biológicos, químicos y físicos, nocivos a la salud que se deban evaluar; así como su frecuencia de muestreo.
	6.3. Under contingency situations, may establish the biological, chemical and physical agents, which are harmful to health that must be assessed, as well as its sampling frequency.

	7. Muestreo y métodos de prueba
	7. Sampling and test methods.

	7.1. El muestreo de agua para análisis microbiológico y fisicoquímico debe realizarse conforme a los procedimientos siguientes:
	7.1. Water sampling for microbiological and physicochemical analysis should be performed according to the following procedures:

	7.1.1. Los puntos de muestreo deberán ubicarse en la orilla de la alberca, lo más alejado de los sitios de alimentación y salida de agua, donde las paredes sean rugosas y donde exista la menor movilidad del agua.
	7.1.1. Sampling points must be located on the edge of the swimming pool, the furthest from feeding sites and water outlets, where the walls are rough and where there is less water mobility.

	7.1.2. Para el análisis de coliformes fecales, la muestra de agua debe ser colectada de 30 a 45 centímetros bajo la superficie del agua, donde la profundidad es de aproximadamente 1 m, cuando la alberca tenga una profundidad menor a 50 cm la muestra deberá tomarse a una profundidad media, en bolsas o recipientes estériles con tiosulfato de sodio, el volumen mínimo de la muestra de agua debe ser de 100 mL y ser trasportada al laboratorio en refrigeración a una temperatura entre 4 y 8°C con un tiempo máximo de preservación de 24 horas entre la colecta de la muestra y el análisis en el laboratorio. El análisis debe ser realizado por un laboratorio tercero autorizado conforme al método descrito en el Apéndice Normativo B.
	7.1.2. For the analysis of fecal coliforms, the water sample must be collected at 30 to 45 centimeters below the water surface, where depth is approximately of 1 m, when the swimming pool has a depth of less than 50 cm the sample must be taken at a middle depth, in sterile bags or containers with sodium thiosulfate, de minimum volume of the water sample must be of 100 mL and be transported to the laboratory under refrigeration at a temperature between 4 and 8 °C with a maximum time of preservation of 24 hours between sample collection and laboratory analysis. The analysis should be performed by an authorized third party laboratory in accordance to the method described in the Normative Appendix B.

	7.1.3. Para el análisis de ameba de vida libre, el volumen mínimo la muestra de agua debe ser de 500 mL, la cual debe ser colectada lo más alejado posible de la entrada o salida de agua, de 10 a 15 centímetros bajo la superficie del agua, en bolsas o recipientes estériles con tiosulfato de sodio, después de un raspado de las paredes de la alberca, teniendo cuidado de colectar el material que se pueda desprender. Transportar la muestra al laboratorio en la oscuridad y a temperatura ambiente, con un tiempo máximo de preservación de 48 horas entre la colecta de muestra y el análisis. El análisis debe ser realizado por un laboratorio tercero autorizado conforme al método descrito en el Apéndice Normativo A.
	7.1.3. For the analysis of free-living amoeba, the minimum volume of the water sample must be of 500 mL, which must be collected as far as possible from the entrance or exit of water, 10 to 15 centimeters below the water surface, in sterile bags or containers with sodium thiosulfate after scraping the walls of the swimming pool, taking care in collecting the material that can become detached. Transport the sample to the laboratory in the dark and at room temperature, with a maximum time of preservation of 48 hours between sample collection and laboratory analysis. The analysis should be performed by an authorized third party laboratory in accordance the method described in the Normative Appendix A.

	7.1.4. El análisis de los parámetros fisicoquímicos debe ser en el sitio, colectando la muestra de agua de 
5 a 30 centímetros bajo la superficie del agua.
	7.1.4. The analysis of physicochemical parameters must be on site, collecting water samples at 5 to 30 centimeters below the surface water.

	8. Concordancia con normas internacionales
	8. Compliance with international standards

	Esta Norma no es equivalente a ninguna norma internacional.
	This Standard is not equivalent to any international standard.

	9. Procedimiento de evaluación de la conformidad
	9. Assessment Procedure

	La evaluación de la conformidad podrá ser solicitada por el representante legal o la persona que tenga facultades para ello, ante la autoridad competente o las personas acreditadas y aprobadas para tales efectos.
	The conformity assessment may be requested by the legal representative or the person with the faculties to do so, before the competent authority or persons accredited and approved for such purposes.

	10. Bibliografía
	10. Bibliography
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	11. Observancia de la Norma
	11. Observance of the Standard

	La vigilancia del cumplimiento de esta norma corresponde a la Secretaría de Salud y a los Gobiernos de las Entidades Federativas en sus respectivos ámbitos de competencia.
	Monitoring of compliance of this standard corresponds to the Secretary of Health and the Governments of the Federal States in their respective areas of competence.

	12. Vigencia
	12. Validity

	Esta norma entrará en vigor a los 60 días naturales posteriores a su publicación en el Diario Oficial de la Federación.
	This standard shall enter into force 60 days after its publication in the Official Daily of the Federation.

	Sufragio Efectivo. No Reelección.
	Effective suffrage. No re-election.

	México, D.F., a 21 de mayo de 2012.- El Comisionado Federal para la Protección contra Riesgos Sanitarios y Presidente del Comité Consultivo Nacional de Normalización de Regulación y Fomento Sanitario, Mikel Andoni Arriola Peñalosa.- Rúbrica.
	Mexico City., May 21, 2012.- Federal Commissioner for the Protection against Sanitary Risks and President of the National Advisory Committee for Standardization of Regulation and Sanitary Promotion, Mikel Andoni Arriola Peñalosa. Signed.

	Apéndice Normativo A
	Obligatory Appendix A

	Aislamiento e identificación de Naegleria spp y Acanthamoeba spp
	Isolation and identification of Naegleria spp and Acanthamoeba spp

	A.1. Objetivo
	A.1 Objective

	Aislar e identificar a amebas del género Acanthamoeba spp y Naegleria spp en muestras de agua de uso recreativo.
	Isolate and identify amoebae of the genus Acanthamoeba spp and Naegleria spp in samples from recreational use water.

	A.2. Campo de aplicación
	A.2. Field of application

	Este método aplica a muestras de agua provenientes de albercas o balnearios.
	This method applied to samples of water from swimming pools or water resorts.

	A.3. Fundamento
	A.3. Basis

	Este método se basa en el aislamiento primario de amebas del género Acanthamoeba y Naegleria en cultivos monoaxénicos, para posteriormente realizar una resiembra en la cual se realizan las pruebas de enflagelación y morfología microscópica las cuales nos permitirán diferenciar entre ambos géneros, una vez diferenciadas de otras amebas se procede a incubarlas a temperatura de 43 ± 1°C, si éstas continúan con su desarrollo a esta temperatura, se reporta la presencia del género potencialmente patógeno.
	This method is based on the primary isolation of amoebae of the genus Acanthamoeba and Naegleria in monoxenic cultures, to subsequently perform a replanting in which flagellation and microscopic morphology tests are performed which allow us to differentiate between both genus, once differentiated from other amoebae they are incubated at a temperature of 43 ± 1 °C, if they continue their development at this temperature, the presence of potentially pathogenic genus is reported.

	A.4. Materiales y equipo
	A.4. Materials and equipment 

	A.4.1.
Recipientes de polipropileno con tapa de rosca de capacidad de 1 000 mL
	A.4.1. Polypropylene containers with screw cap of 1000 mL of capacity

	A.4.2.
Tubos evergreen con tapa de rosca de capacidad de 50 mL
	A.4.2. Evergreen tubes with screw cap of  50 mL of capacity

	A.4.3.
Pipetas transfer estériles
	A.4.3.        Sterile transfer pipettes

	A.4.4.
Jeringas desechables
	A.4.4.        Disposable syringes

	A.4.5.
Asas bacteriológicas estériles desechables
	A.4.5.        Sterile disposable bacteriological loops

	A.4.6.
Cajas de Petri
	A.4.6.        Petri dishes

	A.4.7.
Varillas de vidrio en forma de L
	A.4.7.        L shaped glass rods 

	A.4.8.
Tubos de vidrio 13 x100 mm
	A.4.8.        Glass tubes 13 x 100 mm

	A.4.9.
Gradillas para tubos 13 x100 mm
	A.4.9.        Tube racks 13 x100 mm

	A.4.10.
Gradillas para tubos evergreen
	A.4.10.      Evergreen tube racks

	A.4.11.
Recipiente rojo para punzocortantes
	A.4.11.      Red container for sharp objects

	A.4.12.
Estufa de incubación para temperatura de 37°C y de 43 ± 1°C
	A.4.12.     Incubation oven for temperatures of 37°C and 43 ± 1 ° C

	A.4.13.
Refrigerador
	A.4.13.     Refrigerator

	A.4.14.
Centrifuga
	A.4.14.     Centrifuge

	A.4.15.
Campana de flujo laminar
	A.4.15.     Laminar flow hood

	A.4.16.
Microscopio invertido
	A.4.16.     Inverted microscope

	A.5. 
Reactivos
	A.5.          Reagents

	A.5.1.
Agar No Nutritivo (agar NN)
	A.5.1.       Non Nutrient Agar (NN agar)

	A.5.2.
Agua destilada estéril
	A.5.2.       Sterile distilled water

	A.5.3.
Cultivo de Escherichia coli (E. coli) desarrollado en caldo nutritivo
	A.5.3.       Culture of Escherichia coli (E. coli) developed in nutrient broth.

	A.5.4.
Hipoclorito de Sodio
	A.5.4. Sodium Hypochlorite

	A.6. 
Preparación del medio de cultivo, agar NN/E. coli
	A.6. Preparation of the culture medium, agar NN / E. coli

	Cepa Escherichia coli. (E. coli), tomar una azada de E. coli en tubo con caldo nutritivo e incubar a una temperatura de 37°C de 18 a 24 horas. Trascurrido el tiempo de incubación tomar de 2 a 3 gotas del medio y agregarlas en el centro de una caja de agar NN.
	Escherichia coli strain. (E. coli), take an E. coli hoe in each tube with nutrient broth and incubate at 37 ° C for 18 to 24 hours. Once the incubation time has concluded take 2-3 drops of the medium and add in the center of a of an NN agar box.

	Realizar una distribución uniforme sobre el agar, para lo cual se utiliza una varilla de vidrio estéril en forma de L, una vez realizado esto permitir que el caldo nutritivo con la E. coli se seque sobre la superficie del agar NN en una atmósfera estéril.
	Perform a uniform distribution over the agar, for which an L shape sterile glass rod is used, once this is done it allows the nutrient broth with E. coli to dry on the surface of the NN agar in a sterile atmosphere.

	A.7. Preparación de la muestra
	A.7 Preparation of the sample

	Una vez que la muestra se recibe en laboratorio y cumple con las condiciones de aceptación de muestras, se refrigera a una temperatura entre 2 y 8°C por al menos 30 minutos.
	Once the sample is received in the laboratory and meets the acceptance conditions for samples, it is cooled to a temperature between 2 and 8° C for at least 30 minutes.

	A.8. Descripción del método de prueba
	A.8 Description of the test method

	Después de transcurrido el tiempo sacar el recipiente del refrigerador, se agita y se toma una alícuota de aproximadamente 50 mL y centrifugar en un tubo evergreen a 2 500 RPM durante 10 minutos. Decantar el sobrenadante en campana de flujo laminar, depositar de 2 a 3 gotas del sedimento, en el centro de una caja de agar NN/E. coli, con una pipeta estéril transfer, agitar levemente la placa con movimientos rotatorios sin retirarla de la superficie de la mesa. Las cajas ya inoculadas se incuban a una temperatura de 37°C durante un periodo de observación de 7 días, durante este lapso de tiempo se examinan diariamente en el microscopio invertido en búsqueda de trofozoítos y quistes característicos de los géneros Naegleria y Acanthamoeba, los trofozoítos son identificados debido a que tienen un movimiento de contracción
y expansión en su vacuola alimenticia la cual es refringente a la observación microscópica. Una vez localizados los trofozoítos señalar el sitio con un marcador y realizar una resiembra recortando un cuadro pequeño del medio con una asa bacteriológica estéril y pasarlo a otra caja con medio de agar NN/E. coli, el pequeño cuadro de agar recortado se coloca en forma invertida con respecto a la superficie de la nueva caja de agar NN/E. coli.
	Once the time has passed remove the container from the refrigerator, it is stirred and an aliquot of approximately 50 mL is taken and centrifuged in an evergreen tube at 2 500 RPM for 10 minutes. Decanting the supernatant inside a laminar flow hood, depositing 2 to 3 drops of the sediment, in the center of a NN agar / E. coli box with a sterile transfer pipette, shake the plaque gently with rotating movements without removing it from the table surface. Inoculated boxes are incubated at a temperature of 37 °C during an observation period of 7 days, during this time interval they are examined daily in the inverted microscope and searched for trophozoites and cysts characteristic of  Naegleria and Acanthamoeba genus, trophozoites are identified because they have a contraction and expansion movement in their food vacuole which is refractive to the microscope. Once trophozoites have been located indicate the area with a marker and perform a replant cutting a small square in the middle with a sterile bacteriological loop and place it in another plate/dish/box with NN agar/E. coli medium, the small square agar cut is placed inverted with respect to the new agar NN/E. Coli box.

	A.8.1. Prueba de enflagelación
	A.8.1. Flagellation Test

	La resiembra se examina al microscopio invertido en búsqueda de trofozoítos o de una probable contaminación con hongos que en caso de presentarse, la caja debe de ser descartada y solicitar nueva muestra. Si la caja presenta desarrollo de trofozoítos, en una campana de flujo laminar se agregan de 2 a 3 mL de agua destilada estéril, incubándola por un periodo de 2 horas a una temperatura de 37°C. Una vez transcurrido el tiempo de incubación la caja se examina en el microscopio invertido en búsqueda de trofozoítos biflagelados característicos de Naegleria.
	Replanting is examined with the inverted microscope in search for trophozoites or a probable fungal contamination which in case is presents itself, the box must be dismissed and a new sample requested. If the box presents a development of trophozoites, in a laminar flow hood 2 to 3 ml of sterile distilled water is added, incubating it for a period of 2 hours at a temperature of 37 °C. After the incubation time the case is examined in an inverted microscope searching for biflagellated trophozoites characteristic of Naegleria.

	Los trofozoítos que sean localizados microscópicamente, observar su forma y si presentan locomoción. Acanthamoeba presenta trofozoítos en forma de estrella y sin movimientos de locomoción perceptible, en el caso de Naegleria presentan movimientos de locomoción rápido tanto en su trofozoíto biflagelado como en su forma ameboidea, es importante identificar sólo un par de flagelos en el caso de Naegleria ya que existen otros géneros de amebas que tienen de 3 a 4 flagelos. Una vez realizadas estas observaciones anotar el género de las amebas identificadas.
	Observe the shape of Trophozoites that are located mi-croscopically and if they have locomotion. Acanthamoe-ba presents trophozoites in form of a star without per-ceptible locomotion movements, in the case of Naegleria quick locomotion movements are presented both in its biflagellated trophozoites as in its amoeboid shape, it is important to identify only two flagella in the case Naegleria since there are other kinds of amoeba which have 3 to 4 flagella. Once these observations are made record the genus of the identified amoebae.

	A.8.2. Incubación de la muestra
	A.8.2. Incubation of the sample

	Las cajas que son identificadas con uno o ambos géneros de amebas (Acanthamoeba o Naegleria), proceder a incubarlas a una temperatura de 43 ± 1°C por un periodo de 24 horas, transcurrido este tiempo examinar al microscopio invertido en búsqueda de trofozoítos viables los cuales son identificados mediante el movimiento de su vacuola alimenticia.
	Boxes that are identified with one or both genus of amoeba (Acanthamoeba and Naegleria) proceed to incubate them at a temperature of 43 ± 1°C for a period of 24 hours, once this time is over examine with invered  microscopic in search for viable trophozoites which are identified by the movement of their food vacuole.

	A.9. Interpretación de resultados
	A.9. Interpretation of results

	Las cajas que presentan desarrollo de trofozoítos en forma de estrella o de erizo sin movimiento de locomoción perceptible o lento con una vacuola contráctil, con una prueba de enflagelación negativa y continúen viables en su desarrollo a una temperatura de 43 ± 1°C, se reportan positivas al género Acanthamoeba spp.
	Boxes that have development of trophozoites in the shape of a star or of a sea urchin without perceptible locomotion movement or slow with a contractile vacu-ole, with a negative flagellation test and that continue to be viable in their development at a temperature of 43 ± 1°C, are reported as positive to genus Acanthamoeba spp.

	Las cajas que presentan desarrollo de trofozoítos en forma semiovalada con movimientos de locomoción rápido, con una vacuola contráctil, con una prueba de enflagelación positiva y continúen viables en su desarrollo a una temperatura de 43 ± 1°C se reportan como positivas al género Naegleria spp.
	Boxes that present development of trophozoites in a semi-oval shape with fast locomotion movements, with a contractile vacuole, with a positive flagellation test and that continue to be viable in their development at a temperature of 43 ± 1°C, are reported as positive to  genus Naegleria spp.

	Las cajas que no presentan desarrollo de trofozoítos en los 5 días de incubación a 37°C, se reportan ausente.
	Boxes that do notpresent development of trophozoites in 5 days of incubation at 37°C, are reported as negative.

	A.10. Glosario de términos y abreviaturas
	A.10. Glossary of Terms and Abbreviations

	Además de lo especificado en la Norma Oficial Mexicana NOM-008-SCFI-2002, Sistema General de Unidades de Medida, el significado de los símbolos y abreviaturas utilizados en este método es el siguiente:
	Apart from that specified in the Official Mexican Standard NOM-008-SCFI-2002 General System of Measurement Units, the meaning of the symbols and abbreviations used in this method is as follows:

	A.10.1.
AVL = Amebas de vida libre
	A.10.1.
FLA = Free-living amoebae

	A.10.2.
ANN = Agar no nutritivo
	A.10.2.
NNA = Non Nutrient Agar

	A.10.3.
SNN = Sistema nervioso central
	A.10.3.
CNS =Central Nervous System

	A.10.4.
RPM = Revoluciones por minuto
	A.10.4.
RPM = Revolutions per minute

	A.11. Referencia bibliográfica
	A.11. Bibliographic reference

	A.11.1. Fernando Lares/Isidra T. Ayala/ Eduardo Verdugo E. Amibas de Vida Libre aisladas de jacuzzis y piscinas de uso recreativo en Hermosillo, Sonora. ITSON-DIEP, Julio-Diciembre, Vol. 3, Número 10. Instituto Tecnológico de Sonora, México, p. 39-47.
	A.11.1. Fernando Lares / Isidra T. Ayala / Eduardo Verdugo E. Free-living amoebae isolated from hot tubs and swimming pools of recreational use in Hermosillo, Sonora. ITSON-DIEP, July-December, Volume 3, Number 10. Technological Institute of Sonora, Mexico, p. 39-47.

	A.11.2. Tesis de amibas de vida libre, aislamiento e identificación en agua de la zona urbana de Caborca, Sonora. Briceño Verdugo Margarita/Melo G. Joaquina, 1992.
	A.11.2. Thesis of free-living amoebae, isolation and identification in water of the urban area of Caborca, Sonora. Margarita Briceño Verdugo / Melo G. Joaquina, 1992.
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	Apéndice Normativo B
	Obligatory Appendix B

	Determinación de bacterias coliformes fecales. Método del número más probable (NMP)
	Determination of fecal coliform bacteria. Most probable number method (MPN)

	B.1. Introducción
	B.1. Introduction

	Las bacterias coliformes definidas como bacilos Gram negativos, no esporulados, aerobios o anaerobios facultativos, que a 35°C fermentan la lactosa con producción de gas, son un grupo heterogéneo compuesto por varias especies. Existe poca evidencia que indique que estas bacterias coliformes pertenezcan a un solo género taxonómico. La falta de certeza en cuanto a su filiación taxonómica y la imprecisa correlación entre los métodos recomendados para la detección de coliformes han presentado problemas. El primero, es que Escherichia coli es aceptada como bacteria coliforme, la especie contiene variantes que no producen gas o lo hacen después de 48 horas, por lo que no se les identifica por medio de este método. Segundo, la capacidad de fermentar la lactosa está frecuentemente asociada a genes localizados en plásmidos. Estos determinantes extracromosomales son fácilmente transferidos entre otras bacterias Gram negativas no relacionadas a las coliformes, que pueden, en consecuencia, ser recuperadas en la etapa inicial del análisis. No obstante en la práctica, la técnica ha demostrado su efectividad.
	Coliform bacteria defined as Gram-negative bacilli, non-spore, aerobic or facultative anaerobes, that at to 35°C ferment lactose with gas production, are a heterogeneous group consisting of several species. There is little evidence that indicates that these coliform bacteria be-long to a single taxonomic genus. The lack of certainty as to their taxonomic affiliation and the imprecise correlation between the recommended methods for the detection of coliforms has presented problems. The first one, is that Escherichia coli is accepted as a coliform bacteria, the species contains variants that do not pro-duce gas or that produce it after 48 hours, thus they are not identified by this method. Second, the ability to ferment lactose is often associated to genes located in plasmids. These extrachromosomal determinants are easily transferred among other Gram-negative bacteria that are not related to coliforms that may, in consequence, be recovered in the initial stage of the analysis. In practice however, the technique has proven it effectiveness.

	El método se basa en que las bacterias coliformes, fermentan la lactosa incubadas a 35 ± 1°C durante 24 a 48 horas, resultando una producción de ácidos y gas el cual se manifiesta en las campanas de fermentación.
	The method is based in that coliform bacteria, ferments incubated lactose incubated at 35 ± 1°C for 24 to 48 hours, resulting in acid and gas production which is manifested in the fermentation bells. 

	B.2. Símbolos y abreviaturas
	B.2 Symbols and abbreviations

	Además de lo especificado en la Norma Oficial Mexicana NOM-008-SCFI-2002, Sistema General de Unidades de Medida, el significado de los símbolos y abreviaturas utilizados en este método es el siguiente:
	Besides from that specified in the Official Mexican Standard NOM-008-SCFI-2002 General System of Measurement Units, the meaning of the symbols and abbreviations used in this method is as follows:

	B.2.1. 
cm 
centímetro
	B.2.1. 
cm 
centimeter

	B.2.2. 
pH 
potencial hidrógeno

	B.2.2. 
pH 
potential of hydrogen.


	B.2.3. 
mm
milímetro
	B.2.3. 
mm
millimeter

	B.2.4. 
mL
mililitro
	B.2.4. 
mL
milliliter

	B.2.5. 
N
normal
	B.2.5. 
N
normal

	B.2.6. 
NMP
número más probable
	B.2.6. 
MPN
most probable number

	B.2.7. 
lb/plg2   
libra por pulgada cuadrada
	B.2.7. 
lb/in2   
pound per square inch

	B.2.8. 
h
horas
	B.2.8. 
h
hours

	B.2.9.
°C 
grado Celsius
	B.2.9.
°C 
Celsius degree

	B.2.10.
%
por ciento
	B.2.10.
%
percent

	B.2.11. 
±
más o menos
	B.2.11. 
±
more or less

	B.2.12.
<
menor que
	B.2.12.
<
less than

	B.2.13.
µm
micrómetro

	B.2.13.
µm
micrometer


	B.3. Medidas de seguridad y control de calidad
	B.3. Safety measures and quality control

	Seguir las indicaciones precautorias que se señalan en el apartado de preparación de medios de cultivo.
	Follow the precautionary indications established in the culture medium preparation section.

	Recomendaciones generales previas al análisis de la muestra:
	General recommendations prior to the analysis of the sample:

	B.3.1. Homogeneización de la muestra.
	B.3.1. Homogenization of the sample.

	Las muestras en recipientes con un espacio vacío (de al menos 2.5 cm), pueden homogeneizarse por inversión rápida 25 veces. Las muestras que tengan de 2/3 a 3/4 de lleno, deberán agitarse 25 movimientos de arriba hacia abajo en un arco de 30 cm, para asegurar una unidad analítica representativa.
	Samples in containers with an empty space (of at least 2.5 cm), can be homogenized 25 times by rapid inversion. Samples that are up to 2/3 to 3/4 full, must be shaken in up and down movements 25 times in a range of 30 cm, to ensure a representative analytical unit.

	B.3.2. Condiciones de prueba.
	B.3.2 Test conditions.

	Trabajar en condiciones asépticas en un área limpia y descontaminada.
	Work under aseptic conditions in a clean and decontaminated area.

	Todo el material que esté en contacto con la muestra debe estar estéril.
	All material that is in contact with the sample must be sterile.

	El laboratorio debe tener implementado un sistema de control de calidad para asegurar la confiabilidad de los resultados.
	The laboratory must have a quality control system implemented to ensure the reliability of the results.

	B.4. Equipo, medios de cultivo y materiales
	B.4. Equipment, culture mediums and materials

	Los reactivos que a continuación se mencionan deben ser grado analítico. Cuando se indique agua debe entenderse como agua destilada con pH cercano a la neutralidad.
	Reagents mentioned ahead should be of analytic grade. When water is indicated it should be understood as dis-tilled water with pH close to neutrality.

	B.4.1. Equipo
	B.4.1. Equipment

	B.4.1.1. Horno para esterilizar que alcance una temperatura mínima de 170°C.
	B.4.1.1. Sterilization over that reaches a minimum temperature of 170°C.

	B.4.1.2. Incubadora que evite variaciones mayores a 0.5°C con termómetro calibrado y/o verificado.
	B.4.1.2. Incubator that avoids variations greater than 0.5 ° C with a thermometer calibrated and / or verified.

	B.4.1.3. Incubadora con recirculación de agua que evite variaciones mayores a 0.5°C con termómetro calibrado y/o verificado.
	B.4.1.3. Incubator with recirculating water that avoids variations greater than 0.5°C with a calibrated and/or verified thermometer.

	B.4.1.4. Termómetro de máximas y mínimas.
	B.4.1.4. Registering thermometer 

	B.4.1.5. Autoclave que alcance una temperatura mínima de 121 ± 1.0°C, a 15 lb/plg2.
	B.4.1.5. Autoclave that reaches a minimum temperature of 121 ± 1.0 ° C,  at 15 lb/in2.

	B.4.1.6. Potenciómetro con una escala mínima de 0.1 unidades de pH a 25°C.
	B.4.1.6. Potentiometer with a minimum scale of 0.1 pH units at 25 ° C.

	B.4.2. Medios de cultivo.
	B.4.2. Culture medium.

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


	B.4.2.1 Lauryl sulfate tryptose broth (selective enrichment medium).


	Ingrediente
	Medio de concentración 1.5
	Medio de concentración

Sencilla

	Triptosa
	30.0 g
	20.0 g

	Lactosa
	7.5 g
	5.0 g

	Fosfato dipotásico
	4.125 g
	2.75 g

	Fosfato monopotásico
	4.125 g
	2.75 g

	Cloruro de sodio
	7.50 g
	5.0 g

	Lauril sulfato de sodio
	0.15 g
	0.1 g

	Agua destilada
	1.0 L
	1.0 L


	Ingredients
	1.5 Concentration medium 
	Simple concentration medium

	Tryptose
	30.0 g
	20.0 g

	Lactose
	7.5 g
	5.0 g

	Dipotassium Phosphate
	4.125 g
	2.75 g

	Monopotassium phosphate
	4.125 g
	2.75 g

	Sodium chloride
	7.50 g
	5.0 g

	Sodium lauryl sulfate
	0.15 g
	0.1 g

	Distilled water
	1.0 L
	1.0 L


	Disolver los componentes en 1 L de agua, calentando si es necesario o cuando utilice medio de cultivo deshidratado seguir las instrucciones del fabricante.
	Dissolve the components in 1 L of water, heating if necessary or when using the dehydrated culture medium follow the manufacturer's instructions.

	Ajustar el pH tal manera que después de la esterilización éste sea de 6.8 ± 0.2 a 25°C.de 
	Adjust the pH so that after sterilization, it is of 6.8 ± 0.2 at 25°C.

	Distribuir en volúmenes de 10 ml el medio de concentración sencilla en tubos con dimensiones de 16 x 160 mm y de 20 ml el medio de concentración 1.5 en tubos de 20 x 200 mm, cada tubo debe tener campana de fermentación (Durham) invertida.
	Distribute the simple concentration medium in volumes of 10 mL in tubes with dimensions of 16 x 160 mm and in volumes of 20 ml the 1.5 concentration medium  in tubes of to 20 x 200 mm, each tube must have an inverted fermentation bell (Durham)

	Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 121 ± 1.0°C a 15 lb/plg2.
	Sterilize by autoclaving for 15 minutes at 121 ± 1.0°C to 15 lb/in2.

	Almacenar en refrigeración el medio una vez preparado.
	Store the medium in the refrigerator once it is prepared.

	Las campanas de fermentación no deben contener burbujas de aire una vez atemperadas después de la esterilización.
	Fermentation bells must not contain air bubbles once they are tempered after sterilization.

	Alternativamente a las campanas de Durham, adicionar púrpura de bromocresol a una concentración de 0.01 g/L al caldo de lauril triptosa, la producción de ácido se observará por el vire de este indicador.
	Alternatively to Durham bells, add bromocresol purple to a concentration of 0.01 g/L to lauryl tryptose broth, acid production will be seen through the vire of the indicator.

	B.4.2.2. Caldo EC
	B.4.2.2. EC broth


	Ingrediente
	Medio de concentración sencilla

	Triptosa
	20.0 g

	Lactosa
	5.0 g

	Fosfato dipotásico
	4.0 g

	Fosfato monopotásico
	1.5 g

	Cloruro de sodio
	5.0 g

	Mezcla de sal de bilis
	1.5 g

	Agua destilada
	1.0 L


	Ingredient
	Simple concentration medium

	Tryptose
	20.0 g

	Lactose
	5.0 g

	Dipotassium phosphate
	4.0 g

	Monopotassium phosphate
	1.5 g

	Sodium chloride
	5.0 g

	Bile salt mixture
	1.5 g

	Distilled water
	1.0 L


	Disolver los componentes en 1 L de agua, calentando si es necesario. Cuando se utilice medio de cultivo deshidratado seguir las instrucciones del fabricante.
	Dissolve the components in 1 L of water, heating if necessary. When using the dehydrated culture medium follow the manufacturer's instructions.

	Distribuir en volúmenes de 10 mL en tubos con dimensiones de 16 x 160 mm, cada tubo debe tener campana de fermentación (Durham) invertida.
	Distribute in volumes of 10 mL in tubes of 16 x 160 mm, each tube should have a Durham tube.

	Ajustar el pH de tal manera que después de la esterilización éste sea de 6.9 ± 0.2 a 25°C.
	Adjust the pH so that after sterilization, it is of 6.9 ± 0.2 at 25°C.

	Esterilizar en autoclave por 12 minutos a 121 ± 1.0°C a 15 lb/plg2.
	Sterilize by autoclaving for 12 minutes at 121 ± 1.0°C to 15 lb/in2.

	Almacenar en refrigeración el medio una vez preparado.
	Store the medium in the refrigerator once it is prepared.

	B.4.3. Materiales
	B.4.3. Materials

	B.4.3.1. Pipetas bacteriológicas de 10 y 1 mL (o si es necesario de 11 y 2 mL), con tapón de algodón. Las pipetas pueden ser graduadas en volúmenes iguales a una décima de su volumen total.
	B.4.3.1. Bacteriological pipettes of 10 and 1 mL (or if necessary of 11 and 2 mL) with cotton plug. The pipettes can be graded in equal volumes to a tenth of its total volume.

	B.4.3.2. Frascos de vidrio de 250 mL con tapón de rosca.
	B.4.3.2. Glass jars of 250 mL with screw cap.

	B.4.3.3. Tubos de cultivo de 20 x 200 mm y 16 x 160 mm con tapones metálicos o de rosca.
	B.4.3.3. Culture tubes of 20 x 200 mm and 16 x 160 mm with metal plugs or caps.

	B.4.3.4. Campanas de fermentación (tubos de Durham).
	B.4.3.4. Fermentation bells (Durham tubes).

	B.4.3.5. Gradillas.
	B.4.3.5. Racks.

	B.4.3.6. Asa de platino o nicromel de 3 mm de diámetro.
	B.4.3.6. Nichrome platinum loop of a diameter of  3 mm. 

	Todo el material que tenga contacto con las muestras bajo estudio debe esterilizarse mediante:
	All materials that comes into contact with the samples under study must be sterilized by:

	Horno durante 2 horas a una temperatura de 170 a 175°C ó 1 hora a 180°C.
	Oven for 2 hours at a temperature of 170 to 175° C or 1 hour at 180 ° C.

	Autoclave durante 15 minutos como mínimo a 121 ± 1.0°C a 15 lb/plg2.
	Autoclave for 15 minutes at least at 121 ± 1.0°C to 15 lb/in2.

	El material de vidrio puede sustituirse por material desechable que cumpla con las especificaciones. No debe utilizarse material de vidrio dañado por esterilizaciones repetidas y éste debe ser químicamente inerte.
	Glass material can be replaced by disposable material that complies with the specifications. Glass material that has been damaged by repeated sterilizations must o be used and I must be chemically inert.

	B.5. Procedimiento
	B.5. Procedure

	B.5.1. Coliformes totales, presuntivo
	B.5.1. Total coliforms, presumptive

	Inoculación. Agitar la muestra y transferir volúmenes de 10 mL a cada uno de los 5 tubos de la primera serie con 20 mL de caldo lauril sulfato triptosa de concentración 1.5 y 1.0 mL y 0.1 mL de muestra a cada uno de los tubos de la segunda y tercera serie de 5 tubos respectivamente con 10 ml de caldo lauril sulfato triptosa.
	Inoculation. Shake the sample and transfer volumes of 10 mL to each of the 5 tubes of the first set with 20 ml of lauryl tryptose broth with a concentration of 1.5, and 1.0 mL and 0.1 mL of sample to each one of the tubes of the second and third set of 5 tubes each respectively with 10 ml of lauryl sulfate tryptose broth.

	Incubación. Incubar los tubos a 35°C, durante 24 ± 2 h y observar si hay formación de gas, en caso contrario, incubar por 48 ± 2 h.
	Incubation. Incubate the tubes at 35°C for 24 ± 2 h and observe whether there is gas formation, otherwise, incubate for 48 ± 2 h.

	B.5.2. Coliformes fecales, confirmativo.
	B.5.2. Fecal coliforms, confirmatory.

	De cada tubo que muestre hidrólisis del medio o formación de gas, agitar y tomar una azada, procediendo a sembrar en un número igual de tubos con medio EC. Incubar en incubadora con recirculación de agua a 44.5 ± 0.2°C por 24 ± 2 h, observando que el tiempo entre la inoculación y la colocación de los tubos en el baño no exceda de 30 minutos y que el agua de incubación cubra por entero al medio de cultivo en los tubos.
	From Each tube showing hydrolysis medium or gas formation, shake and take a hoe, proceeding to sow in an equal number of tubes with EC. Incubate in water recirculation incubator 44.5 ± 0.2 ° C for 24 ± 2 h, noting that the time between inoculation and the placement of the tubes in the bath does not exceed 30 minutes and that incubation water to cover entirely the culture medium in the tubes.

	B.6. Expresión de los resultados
	B.6. Expression of results

	Considerar los tubos del procedimiento confirmativo en que se observe formación de gas después del periodo de incubación requerido y buscar el NMP en la Tabla. Número más probable (NMP) en series de cinco (5) tubos.
	Consider tubes of the confirmatory procedure in which gas formation is observed after the required incubation period and search in the MPN Table. Most Probable Number (MPN) in series of five (5) tubes.

	B.7. Consideraciones generales.
	B.7. General Considerations

	Cuando sólo una dilución muestra tres tubos positivos, elegir ésta y las diluciones mayores posteriores.
	When only one dilution shows three positive tubes, choose this one and the subsequent higher dilutions.

	Cuando más de una dilución muestra tres tubos positivos y la última da menos de tres, elegir esta última
y las dos diluciones anteriores más bajas.
	When more than one dilution shows three positive tubes and the latter gives less than three, choose the latter and the two previous lowest dilutions.

	Cuando en ninguna dilución hay tres tubos positivos y éstos se encuentran en más de tres diluciones, seleccionar las dos diluciones mayores positivas y la siguiente.
	When there are no three positive tubes in any dilution and these are found in more than three dilutions, select the two higher positive dilutions and the next one.

	Cuando los tubos positivos sólo se encuentran en la muestra sin diluir (10 mL) y en la primera dilución
(1 mL), seleccionar las tres primeras diluciones para el cálculo del número más probable.
	When the positive tubes are only found in the undiluted sample (10 mL) and in the first dilution (1 mL), select the first three dilutions for calculating the most probable number.

	En cada caso se obtiene un número de tres cifras, lo cual es representado en la Tabla. Número más probable (NMP) en series de cinco (5) tubos. En la columna que indica el número de tubos positivos se busca el índice del NMP.
	In each case a three-digit number is obtained, which is represented in the Table. Most Probable Number (MPN) in series of five (5) tubes. The index of MPN is searched in the column that indicates the number of positive tubes.

	La técnica de NMP puede admitir gran cantidad de variaciones. Los resultados obtenidos con esta técnica deben ser utilizados con precaución.
	MPN technique can support a large number of variations. The results obtained with this technique must be used with caution.

	La precisión del analista deberá estar dentro de un 5% y entre analistas 10%.
	Precision of the analyst must be within 5% and  between analysts 10% 

	B.8. Informe de prueba
	B.8. Test Report

	NMP COLIFORMES FECALES/100 mL.
	MPN coliforms/100 mL.

	B.9. Bibliografía
	B.9. Bibliography

	B.9.1. Edberg. S.C., M.J. Allen, D.B. Smith & the National Collaborative Study, 1988. National field evaluation of a defined substrate method for the simultaneous enumeration of total coliforms and Escherichia coli from drinking water: Comparison with the standard multiple tube fermentation method. Appl. Environ. Microbiol. 54:1595.
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	B.9.2. Edberg, S.C. & D.B. Smith, 1989. Absence of association between total heterotrophic and total coliform bacteria from a public water supply. Appl. Environ. Microbiol 55:380.


[image: image1.wmf]Tabla. Número más probable (NMP) en series de cinco (5) tubos.

 

 

No. de Tubos Positivos

 

No. de Tubos Positivos

 

No. de Tubos Positivos

 

No. de Tubos Positivos

 

No. de Tubos Positivos

 

No. de Tubos Positivos

 

10

ml

 

1.0ml

 

0.1ml

 

NMP

 

10ml

 

1.0ml

 

0.1ml

 

NMP

 

10ml

 

1.0ml

 

0.1ml

 

NMP

 

10ml

 

1.0ml

 

0.1ml

 

NMP

 

10ml

 

1.0ml

 

0.1ml

 

NMP

 

10ml

 

1.0ml

 

0.1ml

 

NMP

 

0

 

0

 

0

 

<1

.

8

 

1

 

0

 

0

 

2

 

2

 

0

 

0

 

4.

5

 

3

 

0

 

0

 

7

.

8

 

4

 

0

 

0

 

13

 

5

 

0

 

0

 

23

 

0

 

0

 

1

 

1.

8

 

1

 

0

 

1

 

4

 

2

 

0

 

1

 

6.

8

 

3

 

0

 

1

 

11

 

4

 

0

 

1

 

17

 

5

 

0

 

1

 

31

 

0

 

0

 

2

 

3.

6

 

1

 

0

 

2

 

6

 

2

 

0

 

2

 

9.

1

 

3

 

0

 

2

 

13

 

4

 

0

 

2

 

21

 

5

 

0

 

2

 

43

 

0

 

0

 

3

 

5

.

4

 

1

 

0

 

3

 

8

 

2

 

0

 

3

 

12

 

3

 

0

 

3

 

16

 

4

 

0

 

3

 

25

 

5

 

0

 

3

 

58

 

0

 

0

 

4

 

7.

2

 

1

 

0

 

4

 

10

 

2

 

0

 

4

 

14

 

3

 

0

 

4

 

20

 

4

 

0

 

4

 

30

 

5

 

0

 

4

 

76

 

0

 

0

 

5

 

9.

0

 

1

 

0

 

5

 

12

 

2

 

0

 

5

 

16

 

3

 

0

 

5

 

23

 

4

 

0

 

5

 

36

 

5

 

0

 

5

 

95

 

0

 

1

 

0

 

1.

8

 

1

 

1

 

0

 

4

 

2

 

1

 

0

 

6.

8

 

3

 

1

 

0

 

11

 

4

 

1

 

0

 

17

 

5

 

1

 

0

 

33

 

0

 

1

 

1

 

3.

6

 

1

 

1

 

1

 

6.

1

 

2

 

1

 

1

 

9.

2

 

3

 

1

 

1

 

14

 

4

 

1

 

1

 

21

 

5

 

1

 

1

 

46

 

0

 

1

 

2

 

5.

5

 

1

 

1

 

2

 

8.

1

 

2

 

1

 

2

 

12

 

3

 

1

 

2

 

17

 

4

 

1

 

2

 

26

 

5

 

1

 

2

 

64

 

0

 

1

 

3

 

7.

3

 

1

 

1

 

3

 

10

 

2

 

1

 

3

 

14

 

3

 

1

 

3

 

20

 

4

 

1

 

3

 

31

 

5

 

1

 

3

 

84

 

0

 

1

 

4

 

9.

1

 

1

 

1

 

4

 

12

 

2

 

1

 

4

 

17

 

3

 

1

 

4

 

23

 

4

 

1

 

4

 

35

 

5

 

1

 

4

 

110

 

0

 

1

 

5

 

11

 

1

 

1

 

5

 

14

 

2

 

1

 

5

 

19

 

3

 

1

 

5

 

27

 

4

 

1

 

5

 

42

 

5

 

1

 

5

 

130

 

0

 

2

 

0

 

3.

7

 

1

 

2

 

0

 

6.

1

 

2

 

2

 

0

 

9.

3

 

3

 

2

 

0

 

14

 

4

 

2

 

0

 

22

 

5

 

2

 

0

 

49

 

0

 

2

 

1

 

5.

5

 

1

 

2

 

1

 

8.

2

 

2

 

2

 

1

 

12

 

3

 

2

 

1

 

17

 

4

 

2

 

1

 

26

 

5

 

2

 

1

 

70

 

0

 

2

 

2

 

7.

4

 

1

 

2

 

2

 

10

 

2

 

2

 

2

 

14

 

3

 

2

 

2

 

20

 

4

 

2

 

2

 

32

 

5

 

2

 

2

 

95

 

0

 

2

 

3

 

9.

2

 

1

 

2

 

3

 

12

 

2

 

2

 

3

 

17

 

3

 

2

 

3

 

24

 

4

 

2

 

3

 

38

 

5

 

2

 

3

 

120

 

0

 

2

 

4

 

11

 

1

 

2

 

4

 

15

 

2

 

2

 

4

 

19

 

3

 

2

 

4

 

27

 

4

 

2

 

4

 

44

 

5

 

2

 

4

 

150

 

0

 

2

 

5

 

13

 

1

 

2

 

5

 

17

 

2

 

2

 

5

 

22

 

3

 

2

 

5

 

31

 

4

 

2

 

5

 

50

 

5

 

2

 

5

 

180

 

0

 

3

 

0

 

5.

6

 

1

 

3

 

0

 

8.

3

 

2

 

3

 

0

 

12

 

3

 

3

 

0

 

17

 

4

 

3

 

0

 

27

 

5

 

3

 

0

 

79

 

0

 

3

 

1

 

7.

4

 

1

 

3

 

1

 

10

 

2

 

3

 

1

 

14

 

3

 

3

 

1

 

21

 

4

 

3

 

1

 

33

 

5

 

3

 

1

 

110

 

0

 

3

 

2

 

9.

3

 

1

 

3

 

2

 

13

 

2

 

3

 

2

 

17

 

3

 

3

 

2

 

24

 

4

 

3

 

2

 

39

 

5

 

3

 

2

 

140

 

0

 

3

 

3

 

11

 

1

 

3

 

3

 

15

 

2

 

3

 

3

 

20

 

3

 

3

 

3

 

28

 

4

 

3

 

3

 

45

 

5

 

3

 

3

 

180

 

0

 

3

 

4

 

13

 

1

 

3

 

4

 

17

 

2

 

3

 

4

 

22

 

3

 

3

 

4

 

31

 

4

 

3

 

4

 

52

 

5

 

3

 

4

 

210

 

0

 

3

 

5

 

15

 

1

 

3

 

5

 

19

 

2

 

3

 

5

 

25

 

3

 

3

 

5

 

35

 

4

 

3

 

5

 

59

 

5

 

3

 

5

 

250

 

0

 

4

 

0

 

7.

5

 

1

 

4

 

0

 

11

 

2

 

4

 

0

 

15

 

3

 

4

 

0

 

21

 

4

 

4

 

0

 

34

 

5

 

4

 

0

 

130

 

0

 

4

 

1

 

9.

4

 

1

 

4

 

1

 

13

 

2

 

4

 

1

 

17

 

3

 

4

 

1

 

24

 

4

 

4

 

1

 

40

 

5

 

4

 

1

 

170

 

0

 

4

 

2

 

11

 

1

 

4

 

2

 

15

 

2

 

4

 

2

 

20

 

3

 

4

 

2

 

28

 

4

 

4

 

2

 

47

 

5

 

4

 

2

 

220

 

0

 

4

 

3

 

13

 

1

 

4

 

3

 

17

 

2

 

4

 

3

 

23

 

3

 

4

 

3

 

32

 

4

 

4

 

3

 

54

 

5

 

4

 

3

 

280

 

0

 

4

 

4

 

15

 

1

 

4

 

4

 

19

 

2

 

4

 

4

 

25

 

3

 

4

 

4

 

36

 

4

 

4

 

4

 

62

 

5

 

4

 

4

 

350

 

0

 

4

 

5

 

17

 

1

 

4

 

5

 

22

 

2

 

4

 

5

 

28

 

3

 

4

 

5

 

40

 

4

 

4

 

5

 

69

 

5

 

4

 

5

 

430

 

0

 

5

 

0

 

9.

4

 

1

 

5

 

0

 

13

 

2

 

5

 

0

 

17

 

3

 

5

 

0

 

25

 

4

 

5

 

0

 

41

 

5

 

5

 

0

 

240

 

0

 

5

 

1

 

11

 

1

 

5

 

1

 

15

 

2

 

5

 

1

 

20

 

3

 

5

 

1

 

29

 

4

 

5

 

1

 

48

 

5

 

5

 

1

 

350

 

0

 

5

 

2

 

13

 

1

 

5

 

2

 

17

 

2

 

5

 

2

 

23

 

3

 

5

 

2

 

32

 

4

 

5

 

2

 

56

 

5

 

5

 

2

 

540

 

0

 

5

 

3

 

15

 

1

 

5

 

3

 

19

 

2

 

5

 

3

 

26

 

3

 

5

 

3

 

37

 

4

 

5

 

3

 

64

 

5

 

5

 

3

 

920

 

0

 

5

 

4

 

17

 

1

 

5

 

4

 

22

 

2

 

5

 

4

 

29

 

3

 

5

 

4

 

41

 

4

 

5

 

4

 

72

 

5

 

5

 

4

 

1600

 

0

 

5

 

5

 

19

 

1

 

5

 

5

 

24

 

2

 

5

 

5

 

32

 

3

 

5

 

5

 

45

 

4

 

5

 

5

 

81

 

5

 

5

 

5

 

>1600

 

Referencia: AOAC 18 ° Edición.  Revisión  2,  2007.
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