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0] INTRODUCCION

Ante la escasez de recursos hidricos, la explosion demografica y el desarrollo
industrial, la utilizacion de aguas residuales tratadas es una importante
alternativa como fuente adicional de suministro, particularmente para riego
agricola. Sin embargo, dicha actividad tiene implicaciones negativas desde el
punto de vista sanitario, ya que representa un riesgo a la salud de los
trabajadores agricolas y de los consumidores de los productos, en especial
cuando se trata de aquellos que se consumen crudos (sin procesos de coccién)
como las hortalizas.

Los helmintos representan un elevado riesgo a la salud humana debido a que
sus diversos estadios infecciosos (huevos embrionados o larvas) son altamente
persistentes en el agua contaminada. Asi, el agua constituye un vehiculo
directo o indirecto de diseminacion de helmintos, aun cuando se encuentren en
bajas concentraciones, dando lugar a enfermedades gastrointestinales, sobre
todo cuando ésta se emplea para el riego de cultivos.
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1 OBJETIVO Y CAMPO DE APLICACION

Esta norma mexicana establece el método para la cuantificacion e
identificacion de huevos de helminto en aguas residuales y residuales tratadas
con el fin de evaluar la calidad del agua y la eficiencia de los sistemas de
tratamiento de la misma. Es de aplicacion nacional.

2 PRINCIPIO

Este método de andlisis se basa en la diferencia de densidades entre los
huevos de helminto, las demas sustancias presentes en las aguas residuales, y
las que se agregan para permitir la separacion. EI método comprende los
procesos de sedimentacion, flotacion, decantacion y la técnica bifasica para
recuperar los huevos de helminto y efectuar el conteo.

3 REFERENCIAS

Para la correcta aplicacion de esta norma mexicana se deben consultar las
siguientes normas oficiales mexicanas y normas mexicanas vigentes o las que
las sustituyan:

NMX-AA-089/1-SCFI-2010 Proteccion al ambiente - calidad del agua -
vocabulario - parte 1. Declaratoria de vigencia
publicada en el diario Oficial de la Federacion el
3 de marzo de 2011.

NMX-AA-089/2-1992 Proteccién al ambiente - calidad del agua -
vocabulario - parte 2. Declaratoria de vigencia
publicada en el diario Oficial de la Federacion el
24 de marzo de 1992.

4 DEFINICIONES

Para los propositos de esta norma mexicana, aplican los términos y

definiciones contenidos en las normas mexicanas NMX-AA-089/1-SCFI-2010 y

NMX-AA-089/2-1992, vigentes y se establecen las siguientes:

4.1 Flotacion de huevos de Helminto:

Es la técnica de concentracion donde las particulas de interés permanecen en
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la superficie de la Disolucién cuya densidad es mayor. Por ejemplo, la densidad
de huevos de helminto se encuentra entre 1,05 g/mL y 1,18 g/mL, y la de los
liguidos de flotaciéon se situa entre 1,1 g/mL y 1,4 g/mL.

4.2 Helmintos:

Término designado a un amplio grupo de organismos que incluye a todos los
gusanos parasitos (de humanos, animales y vegetales) y de vida libre, con
forma y tamafios variados. Poseen 6rganos diferenciados, y sus ciclos de vida
comprenden la produccién de huevos o larvas, infecciosas o0 no, y la
alternancia compleja de estadios que incluye hasta tres huéspedes diferentes.

4.3 Técnica bifasica:

Es la técnica de concentracion que utiliza la combinacion de dos reactivos no
miscibles entre si, y donde las particulas (huevos y detritus) se segregan en
funcidon de su balance hidrofilico-lipofilico.

4.4 Sedimentacién de huevos de helminto:

Es el proceso fisico de separacién entre dos fases debido a la diferencia de sus
densidades.

5 REACTIVOS Y MATERIALES
Todos los reactivos deben ser grado analitico salvo indicacidon contraria

51 Reactivos (grado analitico)

- Acido sulfarico (H2S0,);
- Alcohol etilico (C;HsOH);
- Agua destilada;

Acetato de etilo;

- Hipoclorito de sodio o calcio aproximadamente al 6 %
(de concentracién comercial), y

- Sulfato de zinc heptahidratado (ZnS0O,4.7H,0).
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Materiales

Aplicadores de madera;

barras magnéticas;

bulbo de goma;

espatula;

garrafones de plastico rigido de 5 L o de mayor capacidad;
gradillas para tubos de centrifuga;

guantes de latex;

mascarilla contra gases y vapores;

matraz Kitazato;

pipetas de 10 mL de pléastico;

probetas graduadas de 50 mL y de 1 000 mL;
recipientes de plastico rigido con capacidad de 1 a2 L;
tamiz de 150-170 um;

tubos de centrifuga de acuerdo a las caracteristicas de la
centrifuga;

vasos de precipitados de acuerdo a la capacidad requerida;

celda de Sedgwich-Rafter o camara de conteo de Doncaster o
camara de Neubauer o alguna cadmara de conteo celular
equivalente, y

densimetro (hidrémetro), con intervalo de medicién de 1,0 g/mL a
1,4 g/mL; o picnémetro.

Preparacion de disoluciones

Disolucion de sulfato de zinc (ZnSO,4) con gravedad especifica de
1,3 g/mL

Disolver 800 g de sulfato de zinc heptahidratado (ZnS04.7H,0) en 1 000 mL de
agua destilada; mezclar hasta homogeneizar totalmente. Medir la densidad
con el densimetro o picndmetro. Ajustar la densidad a 1,3 g/mL = 0,1 g/mL
agregando sulfato de zinc o agua destilada, segun sea el caso.

5.3.2

Disolucién de alcohol-acido.

Homogeneizar 650 mL de acido sulfarico (H.SO,4) 0,1 N, con 350 mL de alcohol
etilico. Almacenar la disoluciéon en un recipiente hermético.
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NOTA 1:

7.1

7.2

7.3

7.4

7.5
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EQUIPO

Agitador de tubos (opcional);
Balanza granataria;
Bomba de vacio;

Centrifuga, capaz de mantener los intervalos de operacién de 400
G a 1000 G o su equivalente en rpm;

Microscopio 6ptico. Equipado para iluminacibn en campo claro
(Koéheler), con aumento de 10x a 100x y platina maovil, y

Parrilla con agitacion magnética (opcional).

G es la fuerza relativa de la centrifugacion (véase 10.1)

RECOLECCION, PRESERVACION Y ALMACENAMIENTO DE
MUESTRAS

Preparar los garrafones desinfectados previamente con una
disolucién de hipoclorito de sodio o de calcio comercial
aproximadamente al 6 % (NaClO 6 Ca(ClO),).

Lavar los garrafones de plastico rigido con agua y enjuagarlos
varias veces con agua destilada.

Se toman muestras de aproximadamente 5 L, en estos
garrafones, los cuales deben tener tapa hermética.

Las muestras deben mantenerse a una temperatura de 4 °C
+ 2 °C hasta su llegada al laboratorio.

Las muestras se deben procesar dentro de las 48 h después de su
toma, o0 en caso contrario deben preservarse en refrigeracion para
realizar su analisis antes de 2 meses.

CONTROL DE CALIDAD
Cada laboratorio que utilice este método debe operar un programa

de control de calidad en referencia a la norma NMX-AA-115-SCFI-
2001. De tal forma que permita a un evaluador externo
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reconstruir cada medicibn mediante el seguimiento de la
informacion desde la recepcion de la muestra hasta el resultado
final.

9 PROCEDIMIENTO

Antes de iniciar el procedimiento, es necesario tomar en cuenta las siguientes
recomendaciones:

Durante el procesado de la muestra se deben utilizar lentes de seguridad,
guantes de latex y aplicar medidas para evitar cualquier riesgo de infeccion.

Lavar y desinfectar el area de trabajo, asi como el material utilizado por el
analista después del ensayo.

9.1 Concentracion y separacion de los huevos de helminto

La recuperacion de los huevos de helminto de la muestra se debe realizar
efectuando los siguientes pasos:

Dejar reposar la muestra al menos 3 h, o centrifugar a 400 G de 3 min a
5 min.

Aspirar por vacio o por decantacion lenta sin agitar cuidando siempre la
integridad del sedimento, desechar el sobrenadante.

Filtrar el sedimento a través del tamiz (150 um-170 pm).

Lavar el tamiz con 5 L de agua (potable o destilada), y recuperar el agua de
lavado junto con el sedimento filtrado.

Colocar el filtrado y el agua de enjuague en el garrafén donde originalmente se
encontraba la muestra o en los recipientes utilizados para la centrifugacion.

Dejar reposar la muestra al menos 3 h o centrifugar a 400 G de 3 min a 5 min.
Aspirar o decantar con cuidado todo el sobrenadante y desecharlo.
Depositar el sedimento en los recipientes para la centrifuga.

Enjuagar 3 veces el garraféon perfectamente con suficiente agua potable o
destilada, y colocar en los recipientes para centrifugacion.
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Centrifugar a 400 G de 3 min a 5 min.

Decantar o aspirar nuevamente el sobrenadante por vacio. Asegurarse que en
el fondo del recipiente se encuentre el paquete sélido (sedimento); en caso
contrario, centrifugar nuevamente.

Resuspender el paquete sélido en 150 mL de la disoluciéon de sulfato de zinc.

Homogeneizar el paquete sdlido con el agitador de tubos o con un aplicador de
madera.

Centrifugar a 1000 G de 3 min a 5 min, y recuperar el sobrenadante
vertiéndolo en un recipiente de plastico.

Diluir cuando menos en 1 000 mL de agua destilada, y dejar sedimentar al
menos 3 h o centrifugar a 400 G de 3 min a 5 min.

Decantar o aspirar por vacio con cuidado todo el sobrenadante, y resuspender
el paquete solido por agitacion utilizando suficiente agua potable o destilada.

Verter la suspension resultante en un tubo de centrifuga, incluyendo el agua de
enjuague del recipiente y centrifugar a 400 G durante 3 min.

Decantar o aspirar por vacio el sobrenadante y resuspender el paquete sélido
con agua destilada en un tubo y centrifugar a 400 G durante 3 min.

Decantar o aspirar por vacio el sobrenadante, resuspender el paquete sélido en
15 mL de la disolucion de alcohol-acido por medio de un agitador de tubos, y
agregar 10 mL de acetato de etilo.

Agitar suavemente y de vez en cuando destapar cuidadosamente los tubos
para dejar escapar el gas que se desprenda. Por seguridad realizar esta
operacién en sitios ventilados utilizando la mascarilla o en la campana de
extraccion.

Centrifugar a 660 G durante 3 min.

Aspirar el sobrenadante, dejando menos de 1 mL del mismo y evitando la
pérdida del paquete de sélidos.

Homogeneizar el paquete, y proceder a la cuantificacion.
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9.2 Cuantificacion de los huevos de helminto

- Para evitar la superposiciéon de las estructuras y de residuos no
eliminados, repartir el paguete obtenido en 9.1, en alicuotas de
0,1 mL a 1,0 mL con el fin de facilitar el conteo. Distribuir cada
alicuota en una celda de Sedgwich-Rafter, o bien, en una camara
de conteo de Doncaster o cAmara de Neubauer. Se debe examinar
la totalidad del paquete obtenido.

- Identificar visualmente una a una las estructuras, anotando los
géneros encontrados con ayuda de bibliografia especializada.

- Utilizar la técnica de conteo adecuada al nUmero de huevos de
helminto presentes en la muestra.
10 CALCULOS

10.1 Para calcular las revoluciones por minuto (rpm) de la centrifuga,
se utiliza la férmula siguiente:

rpm =

donde:

G es la fuerza relativa de la centrifugacion;

K es la constante cuyo valor es 89 456, y

r es el radio de la centrifuga en centimetros (cm).

La férmula para calcular G es la siguiente:

G = r(rpm)?/K

10.2 Expresar el resultado en numero de huevos por litro (numeros
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enteros), segun la siguiente formula:
H. = H
L~ 5
Donde:
H es el numero de huevos contados en la muestra;
H. es el niumero de huevos por litro, y
5 es el volumen de la muestra.
NOTA 2: En el caso de que el resultado de la férmula anterior sea menor de

1, se debe reportar 1 H/L.

En caso de que existan fracciones mayores a 1 H/L se debera redondear al
entero inmediato superior.

11 INTERFERENCIAS

La superposicion de estructuras y/o detritus no eliminados en el sedimento,
puede dificultar el conteo. En tal caso, es importante dividir el volumen en las
alicuotas que se consideren necesarias. La falta de experiencia en la
identificacion de géneros es también un elemento decisivo en el conteo
adecuado.

12 MANEJO DE RESIDUOS
Se recomienda que todos los residuos generados durante las diferentes etapas

de la prueba, sean previamente desinfectados con disolucién de hipoclorito de
sodio o de calcio al 6% comercial antes de su disposicion final.

13 VIGENCIA

La presente norma mexicana entrard en vigor 60 dias naturales después de la
publicacion de su declaratoria de vigencia en el Diario Oficial de la
Federacion.
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15 CONCORDANCIA CON NORMAS INTERNACIONALES

Esta norma mexicana no coincide con ninguna norma internacional por no
existir norma internacional sobre el tema tratado.

México, D.F., a

El Director General, CHRISTIAN TUREGANO ROLDAN.- Rubrica.



