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NORMA Oficial Mexicana NOM-244-SSA1-2020, Para evaluar la eficiencia en reduccion bacteriana en equipos y
sustancias germicidas para tratamiento doméstico de agua. Requisitos sanitarios.

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

JOSE ALONSO NOVELO BAEZA, Comisionado Federal para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios y
Presidente del Comité Consultivo Nacional de Normalizacion de Regulacién y Fomento Sanitario, con
fundamento en lo dispuesto por los articulos 39 de la Ley Orgéanica de la Administracion Publica Federal; 4 de
la Ley Federal de Procedimiento Administrativo; 3o., fraccién XXIV, 13, apartado A, fracciones |y Il, 17 bis,
fraccion 1, 118, fraccion I, 119, fraccion Il, 201, 210 y 214 de la Ley General de Salud; 38, fraccién I, 40,
fracciones |, Il, Xl y XIl, 43 y 47, fraccién IV de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacién; 28 del
Reglamento de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacién; 23, 167, fraccion Xl, 197, 214, fracciones IV
y V, 224, 225, 226 y 227 del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario de
Actividades, Establecimientos, Productos y Servicios; asi como 3, fracciones I, incisos n), 0) y s), V, VIy Xlll y
10, fracciones IV y VIII del Reglamento de la Comisién Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios, y

CONSIDERANDO

Que con fecha 22 de octubre de 2018, en cumplimiento del acuerdo del Comité Consultivo Nacional de
Normalizacion de Regulacion y Fomento Sanitario y de lo previsto en el articulo 47, fraccién | de la Ley
Federal sobre Metrologia y Normalizacién, se publicé en el Diario Oficial de la Federacion el Proyecto de la
presente Norma, a efecto de que dentro de los sesenta dias naturales posteriores a dicha publicacién, los
interesados presentaran sus comentarios ante dicho Comité;

Que con fecha previa, fue publicada en el Diario Oficial de la Federacion, la respuesta a los comentarios
recibidos por el mencionado Comité, en los términos del articulo 47, fraccion Il de la Ley Federal sobre
Metrologia y Normalizacion, y

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

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-244-SSA1-2020, PARA EVALUAR LA EFICIENCIA EN REDUCCION
BACTERIANA EN EQUIPOS Y SUSTANCIAS GERMICIDAS PARA TRATAMIENTO DOMESTICO DE
AGUA. REQUISITOS SANITARIOS

PREFACIO
En la elaboracién de la presente Norma participaron:
SECRETARIA DE SALUD
Comisién Federal para la Proteccion Contra Riesgos Sanitarios
SECRETARIA DE EDUCACION PUBLICA
Instituto Nacional de la Infraestructura Fisica Educativa
COMISION NACIONAL DEL AGUA
Subdireccion General de Agua Potable, Drenaje y Saneamiento
INSTITUTO MEXICANO DE TECNOLOGIA DEL AGUA
Coordinacion de Tratamiento y Calidad del Agua, Subcoordinacion de Calidad del Agua.
SISTEMA DE AGUAS DE LA CIUDAD DE MEXICO
Judicatura de Investigacién Tecnoldgica
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Instituto de Ingenieria
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
Unidad Iztapalapa-Ciencias Biologicas y de la Salud
LABORATORIOS ABC, QUIMICA, INVESTIGACION Y ANALISIS, S.A. DE C.V.
LABORATORIO FERMI, S.A. DE C.V.
CONFEDERACION PATRONAL DE LA REPUBLICA MEXICANA
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ASOCIACION DE DISTRIBUIDORES DE INSTRUMENTOS PARA USO CIENTIFICO Y MATERIAL PARA
LABORATORIO A.C.

LABORATORIO ANALITICO ESPECIALIZADO, S.A. DE C.V.

SERVICIOS ESPECIALIZADOS Y PRODUCTOS PARA TRATAMIENTOS DE AGUAS, S.A. DE C.V.
ANALISIS & RESEARCH LAB., S.A. DE C.V.

PRECISION ANALITICA INTEGRAL, S.A. DE C.V.

LABORATORIOS DE ESPECIALIDADES INMUNOLOGICAS, S.A. DE C.V.
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12. Apéndices.
APENDICE A NORMATIVO

Método de prueba para evaluar la eficiencia en reduccion bacteriana en equipos y sustancias germicidas
para el tratamiento doméstico de agua.

APENDICE B INFORMATIVO

Determinacion de organismos coliformes totales y Escherichia coli. Método del sustrato cromogénico.
APENDICE C INFORMATIVO

Determinacién de bacterias coliformes totales y coliformes fecales. Método de filtracion por membrana.
APENDICE D INFORMATIVO

Parametros de riesgo y su evaluacién para los materiales que se utilizan en la fabricacion de equipos para
tratamiento doméstico de agua.

APENDICE E INFORMATIVO

Criterios para determinar la estabilidad de las sustancias germicidas.
APENDICE F INFORMATIVO

Método para la determinacion de colifagos.

APENDICE G INFORMATIVO

Montaje para la evaluacion de equipos intradomiciliares o domésticos en la remocién de arsénico en agua
para uso y consumo humano.

0. Introducciéon

El objetivo de los programas de abastecimiento de agua para uso y consumo humano, es asegurar que
toda persona tenga acceso, disposicion y saneamiento de agua para consumo personal y doméstico en forma
suficiente, salubre, aceptable y asequible. En México, se continlia este esfuerzo; sin embargo, no se ha
alcanzado la cobertura total, por lo que un cierto niUmero de usuarios recurre a fuentes alternativas y métodos
domésticos para subsanar deficiencias de la calidad del agua para uso o consumo humano.
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Los métodos domésticos para la potabilizacion de agua de consumo humano, consisten en el uso de
equipos para tratamiento y aplicacion de sustancias germicidas orientados fundamentalmente al aspecto
bacteriolégico, considerado como de riesgo inmediato a la salud y en casos especificos, a la depuracién de
caracteristicas fisicas y/o quimicas.

1. Objetivo

Esta Norma tiene por objeto, establecer las especificaciones sanitarias y caracteristicas que deben cumplir
los equipos y sustancias germicidas para el tratamiento doméstico de agua, a fin de obtener el Certificado de
Efectividad Bacterioldgica antes de su comercializacion.

2. Campo de aplicacién

Esta Norma es de observancia obligatoria en el territorio nacional para las personas fisicas o morales que
se dediquen al proceso de equipos y/o sustancias germicidas para el tratamiento doméstico de agua.

Los tratamientos de potabilizacion de agua para uso y consumo humano, de los sistemas de
abastecimiento publicos y privados y plantas purificadoras de agua o cualquier persona fisica o moral que la
distribuya en el territorio nacional, no son objeto de esta Norma, por lo que deberan cumplir los requisitos de la
Modificacién a la 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;
de la Norma Oficial Mexicana NOM-201-SSA1-2015, Productos y servicios. Agua y hielo para consumo
humano, envasados y a granel. Especificaciones sanitarias y de la Norma Oficial Mexicana NOM-230-SSA1-
2002, Salud ambiental. Agua para uso y consumo humano, requisitos sanitarios que se deben cumplir en los
sistemas de abastecimiento publicos y privados durante el manejo del agua. Procedimientos sanitarios para el
muestreo, respectivamente.

3. Referencias normativas

Para la correcta aplicacion de esta Norma, es necesario consultar las siguientes Normas Oficiales
Mexicanas o las que las sustituyan:

3.1 Norma Oficial Mexicana NOM-008-SCFI-2002, Sistema general de unidades de medida.

3.2 Norma Oficial Mexicana NOM-073-SSA1-2015, Estabilidad de farmacos y medicamentos, asi como de
remedios herbolarios.

3.3 Norma Oficial Mexicana NOM-092-SSA1-1994, Bienes y Servicios. Método para la cuenta de bacterias
aerobias en placa.

3.4 Norma Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-1994, Bienes y servicios. Preparacion y dilucién de muestras
de alimentos para su analisis microbiolégico.

3.5 Norma Oficial Mexicana NOM-117-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método de prueba para la
determinacion de cadmio, arsénico, plomo, estafio, cobre, fierro, zinc y mercurio en alimentos, agua potable y
agua purificada por espectrometria de absorcion atomica.

3.6 Modificacién a la 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.

3.7 Norma Oficial Mexicana NOM-201-SSA1-2015, Productos y servicios. Agua y hielo para consumo
humano, envasados y a granel. Especificaciones sanitarias.

3.8 Norma Oficial Mexicana NOM-210-SSA1-2014, Productos y servicios. Métodos de prueba
microbiologicos. Determinacién de microorganismos indicadores. Determinacién de microorganismos
patégenos.

3.9 Norma Oficial Mexicana NOM-230-SSA1-2002, Salud ambiental. Agua para uso y consumo humano,
requisitos sanitarios que se deben cumplir en los sistemas de abastecimiento publicos y privados durante el
manejo del agua. Procedimientos sanitarios para el muestreo.

4. Términos y definiciones
Para los efectos de esta Norma, se aplicaran los términos y definiciones siguientes:

4.1 Agua para uso y consumo humano, al agua que no contiene contaminantes objetables, ya sean
guimicos o agentes infecciosos y que no causa efectos nocivos para la salud, también se denomina como
agua potable.

4.2 Bactericida, a la sustancia o medio, que elimina o destruye a las bacterias.
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4.3 Bacteriostatico, a la sustancia o medio que tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias,
sin eliminarlas o destruirlas.

4.4 Caducidad, a la fecha a partir de la cual la sustancia germicida pierde su poder activo.

4.5 Certificado de Efectividad Bacterioldgica (CEB), a la constancia expedida por la autoridad sanitaria,
a través de la COFEPRIS, a los equipos y sustancias germicidas para tratamiento doméstico de agua,
mediante la cual se comprueba el cumplimiento de los requisitos sanitarios establecidos en la presente
Norma, el cual especificara el nivel o grado de eficiencia en reduccion bacteriana u otro parametro
manifestado y demostrado.

4.6 Coliformes totales, a las bacterias de la familia Enterobacteriaceae, aerobios o anaerobios
facultativos que se caracterizan por su capacidad para fermentar la lactosa con produccion de &cido y gas, en
un periodo de 48 h y con una temperatura de incubacion de 308 + 0.5 K (35 £ 0.5°C). Incluyen a los coliformes
fecales o termotolerantes, ya que requieren de una temperatura de 317 + 0.5 K (44 + 0.5°C). Son
considerados los indicadores mas regularmente usados para la medicion de la calidad del agua.

4.7 Eficiencia en reduccion bacteriana, a la capacidad que tienen los diversos equipos o sustancias
utilizados para el tratamiento doméstico del agua en el lugar de consumo para retener, eliminar o inhibir las
bacterias patégenas que afectan la calidad del agua.

4.8 Equipo para tratamiento doméstico de agua, al que se instala en un punto de uso domiciliario de
agua (hogares, oficinas, bebederos escolares, edificios, entre otros lugares a los que acude la poblacion),
destinada al uso particular de las personas para beber o cocinar, con el propoésito de retener, eliminar o inhibir
los microorganismos presentes en ella.

4.9 Equipos para tratamiento doméstico de agua por origen de fabricacion:

4.9.1 Fabricacion nacional, a los productos cuya fabricacion es realizada en el pais, con componentes a
su vez de origen nacional, o de origen extranjero.

4.9.2 Fabricacion extranjera, importados con marca propia, a los productos cuya fabricacion es
realizada en el extranjero pero que en su comercializacion se emplea una marca nacional con razén social en
el pais.

4.9.3 Fabricacién extranjera, importados con marca propia extranjera, a los productos cuya
fabricacion es realizada en el extranjero, y su comercializacion se realiza conservando la marca y son
importados por un distribuidor con razén social en el pais.

4.10 Germicida, al agente quimico, que destruye microorganismos especialmente patégenos, no incluye
la capacidad de destruccion de esporas.

4.11 Ingrediente activo, al componente presente en la formulacion que confiere la accion biolégica
esperada a un desinfectante y otorga la eficacia al producto segln su proposito.

4.12 Lote de tratamiento, a la cantidad de agua que puede contener el deposito del equipo que funciona
por gravedad y que es tratada por éste, la cual deber estar especificada en el instructivo o manual de
operacion del fabricante en L.

4.13 Mesofilos aerobios, a las bacterias viables que determinan el grado de exposicién del agua a la
contaminacion por microorganismos cuya temperatura 6ptima de crecimiento se encuentra entre los 20 y
37°C.

4.14 Método de prueba, al procedimiento analitico utilizado en el laboratorio para comprobar que un
producto satisface las especificaciones que establece la presente Norma.

4.15 Modelo, al equipo con los mismos componentes y caracteristicas que proporcionan tratamiento al
agua, bajo las mismas eficiencias, y que generen el mismo flujo de agua tratada, asi como accién y/o efecto
germicida.

4.16 No. de Lote de fabricacién, combinacion numérica o alfanumérica que identifica especificamente un
lote de fabricacion

4.17 Normal, N, medida de la concentracién de una especie en disolucion la cual estd dada en
equivalentes de soluto por litro de solucion

4.18 Potencial de Hidrégeno, pH, es una medida de acidez o alcalinidad de una disolucién e indica la
concentracion de iones hidrégeno presentes en determinadas disoluciones. Puede variar entre 0 y 14, en
donde 0 es lo més &cido, 7 es neutral y las disoluciones alcalinas tienen un pH superior a 7.
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4.19 Proceso, al conjunto de actividades relativas a la obtencién, elaboracién, fabricacion, preparacion,
conservaciéon, mezclado, acondicionamiento, envasado, manipulacién, transporte, distribucion,
almacenamiento y expendio, o0 suministro de equipos y sustancias germicidas.

4.20 Tercero Autorizado, a la persona autorizada por la Secretaria de Salud para emitir dictamenes
respecto del cumplimiento de requisitos establecidos por la propia Secretaria o0 en las normas
correspondientes o para realizar estudios, para efectos de trAmites o autorizaciones sanitarias.

4.21 Vida util, a la cantidad de agua que puede tratar un equipo, cumpliendo con la funcién para la cual ha
sido creado, conservando su eficiencia en reduccion bacteriana u otro parametro manifestado.

4.22 Volumen vacio, al calculo del volumen del agua contenido en las tuberias del banco de pruebas y en
el equipo y se utiliza para calcular la cantidad de agua que se inoculard en la prueba de eficiencia en
reduccion bacteriana.

5. Simbolos y términos abreviados

Para los efectos de esta Norma se aplican los simbolos y términos abreviados siguientes:

51% Porcentaje.

52> Mayor que.

53+ Mé&s/menos.

54< Menor o igual.

55> Mayor o igual.

5.6°C Grado Celsius.

5.7 APST Agua de prueba inoculada sin tratar en UFC/ml o NMP/100 ml.

5.8 APT Agua de prueba tratada en UFC/ml o NMP/100 ml.

5.9 As*® Arsénico pentavalente.

5.10 ATCC Coleccién Americana de Tipo de Cultivos; es un material bioldgico de referencia
certificado.

5.11 BaCl2 Cloruro de Bario.

5.12 CCAYAC Comision de Control Analitico y Ampliacién de Cobertura.

5.13 CAS Chemical Abstracts Service.

5.14 CENAM Centro Nacional de Metrologia.

5.15 cm? Centimetro cuadrado.

5.16 COFEPRIS Comision Federal para la Proteccidn contra Riesgos Sanitarios.

5.17 COT Carbono Organico Total.

5.18 DNPC Demasiado numerosas para contar.

5.19 EDTA Acido etilen diamino tetraacético.

5.20 EMA Entidad Mexicana de Acreditacion.

5.21 ENDO LES

Medio de cultivo microbioldgico, en el cual la mayoria de los organismos gram
negativos crecen bien.

5.22 EPA Environmental Protection Agency.
5.23¢g gramo.

5.24 h horas.

5.25 H2S04 Acido Sulfarico.

5.26 HCI Acido Clorhidrico.

5.27 K Kelvin.

5.28 KCI Cloruro de potasio.

5.29 KH2POq4 Fosfato dihidrogenado de potasio.

5.30L

Litro.
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5.31LED Del acrénimo inglés LED, light-emitting diode: 'diodo emisor de luz.

532 M Molar.

5.33 M-ENDO Medio de cultivo para el desarrollo y para el recuento de Coliformes totales en
agua.

5.34 mg Miligramos.

5.35mJ milijulio.

5.36 ml Mililitro.

5.37 mm milimetro.

5.38 MS-2 Colifago de la familia LEVIVIRIDAE.

5.39 mW milivatio.

5.40 NaCl Cloruro de sodio.

5.41 Naz;HPOq4 Fosfato Monohidrogenado de sodio.

5.42 NazHAsO47H20 Arsenato de sodio heptahidratado.

5.43 NaOH Hidréxido de sodio.

5.44 nm Nanometro.

5.45 No. Numero.

5.46 NMP Numero més probable.

5.47 NTU Unidades Nefelométricas de Turbiedad.

5.48 OMS Organizacion Mundial de la Salud.

5.49 ONPG Orto-nitrofenil-R-galactdsido es un sustrato colorimétrico y espectrofotométrico
para la deteccion de la actividad 3-galactosidasa.

5.50 PBS Solucién Salina Amortiguada por Fosfatos.

5.51 psi Unidad de presion en el sistema anglosajon de unidades, libra-fuerza por
pulgada cuadrada.

5.52 PVC Policloruro de vinilo.

5.53 RBCT Reduccion Bacteriana de Coliformes Totales.

5.54 RBMA Reduccion Bacteriana de Mesofilos Aerobios.

5.55 SDT Sélidos disueltos totales.

5.56 TSA Agar Tripticasa soya.

5.57 TSB Soya tripticaseina (Tryptic Soy Broth, TSB).

5.58 UFC Unidades Formadoras de Colonias.

5.59 UFP/ml Unidades Formadoras de Placa por ml.

5.60 UV Ultra violeta.

5.61 xg Unidad de fuerza que expresa en numero de veces que la fuerza centrifuga

supera a la fuerza de gravedad.
6. Especificaciones

Las personas fisicas o morales que se dediquen al proceso de equipos y/o sustancias germicidas para
tratamiento doméstico de agua, deberan de contar con el CEB expedido por la autoridad sanitaria
(COFEPRIS), por cada modelo de equipo y/o por cada tipo de presentacion de sustancia germicida antes de
su comercializacion, el cual tendra una vigencia de 1 afio.

6.1 Mecanismo de Certificacion: Tomando en cuenta el origen del equipo y/o sustancia germicida,
aplicara el siguiente mecanismo:

6.1.1 Fabricacién nacional o importado con marca propia: Unicamente podra realizar los tramites de
certificacion, el representante legal del fabricante o poseedor de la marca, cumpliendo con todos los requisitos
respecto a pruebas sanitarias, manuales operativos y trazabilidad, asi como de personalidad juridica que se le
soliciten. En este caso el certificado saldrd a nombre del fabricante o poseedor de la marca, con su respectiva
responsabilidad sobre el producto.
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6.1.2 Importado por distribuidor con marca extranjera: Lo podra realizar un distribuidor o asociacion de
distribuidores que mediante una carta de representacion del fabricante en papel membretado, en espafiol 0 en
el idioma del pais de origen con su respectiva traduccién por perito traductor, en la cual el fabricante le
otorgue derechos de comercializacion del producto con valor de representante o franquicia.

Debera cumplir con todos los requisitos establecidos en el inciso 6.1.1 de esta Norma.

En este caso, el certificado se emitird a nombre del distribuidor o asociacion de distribuidores y recaera en
su totalidad la responsabilidad sobre él.

6.1.3 Distribuidores adicionales: Aquéllos que deseen importar un producto que ya cuente con el CEB
obtenido de otra persona fisica o moral, podran obtener copia validada del certificado, pagando los derechos
de certificacion y registrando los numeros de lotes a comercializar, ademas deberan de presentar la
autorizacion escrita del representante legal del poseedor del CEB original. Una vez terminada la vigencia del
CEB o, si quien tiene el CEB original no desea autorizar al distribuidor o asociacién de distribuidores durante
la vigencia del mismo, entonces si seria posible que otro distribuidor realice el tramite cumpliendo con los
requisitos establecidos en los incisos 6.1.1y 6.1.2 de esta Norma.

En este caso, los gastos de pruebas o administrativos realizados anteriormente por el distribuidor o grupo
de distribuidores que obtuvieron el CEB originalmente, serdn absorbidos por los mismos sin perjuicio para
importadores posteriores.

6.2 Eficiencia en reduccion bacteriana por cada modelo de equipo para tratamiento doméstico de
agua.

6.2.1 Un laboratorio Tercero Autorizado por COFEPRIS deberd evaluar la eficiencia en reduccion
bacteriana de conformidad con el Apéndice A Normativo de esta Norma, con las aguas de prueba inoculadas
1y 2 (Tablas A.3 y A4 de esta Norma) en intervalos de 0, 50, 75 y 100% de la vida util del equipo y los
adicionales que requiera la persona fisica o moral, siguiendo las recomendaciones del fabricante y
considerando el mantenimiento del mismo cuando aplique, reportados en L de agua tratada.

6.3 Eficiencia en reduccién bacteriana para cada tipo de presentacion de sustancia germicida.

El interesado debera declarar la caducidad por cada presentacion de la sustancia germicida en funcion de
los estudios de estabilidad reportados a temperatura ambiente, si no cuenta con ellos podra presentar
estudios a temperatura acelerada; en el caso de la renovacion del CEB, debera de presentar el estudio de
estabilidad a temperatura ambiente, esto permitird conocer la caducidad real de la sustancia.

Un laboratorio Tercero Autorizado por COFEPRIS debera evaluar la eficiencia en reduccion bacteriana de
conformidad con el Apéndice A Normativo de esta Norma, al inicio de la caducidad declarada con base en la
dosis, volumen de agua a tratar y tiempo de contacto de la sustancia germicida y al final con base en la fecha
de caducidad real determinada en los estudios de estabilidad a temperatura ambiente, dosis, volumen de
agua a tratar y tiempo de contacto de la sustancia germicida.

El laboratorio que efectle los estudios de estabilidad podra ser un Tercero Autorizado por COFEPRIS, o
realizados por un laboratorio o institucion publica o privada reconocida a nivel nacional o internacional
mediante un sistema de gestion de calidad ISO 17025 General requirements for the competence of testing and
calibration laboratories (International Organization for Standardization) o Norma Mexicana NMX-EC-17025-
IMNC-2006 Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y de calibracion.

Para el cumplimiento respecto a este inciso se podra consultar el Apéndice E Informativo de esta Norma.

6.4 Eliminacidon de otros pardmetros por cada modelo de equipo para tratamiento doméstico de
agua y/o sustancia germicida.

Cuando el interesado indique que el equipo para tratamiento doméstico de agua o sustancia germicida,
remueve o elimina otro(s) parametro(s) microbioldgico(s) y/o fisico-quimicos, diferentes a los que se
determinan en la prueba de eficiencia en reduccién bacteriana en equipos y sustancias germicidas, indicados
en el Apéndice A Normativo Método de prueba para evaluar la eficiencia en reduccion bacteriana en equipos y
sustancias germicidas para tratamiento doméstico de agua, debe presentar resultados de la eficiencia del
equipo o sustancia germicida en la reduccién o eliminacién de cada uno de los que manifieste, al 0, 50, 75 y
100% de la Vida util, reportados en L de agua tratada del equipo o tratandose de la sustancia germicida de
acuerdo a la fecha de caducidad y a lo sefialado en el inciso 6.3 de esta Norma.

Si el solicitante demuestra la eficiencia del equipo o sustancia germicida en estos parametros adicionales,
podra incluir esta informacion en el manual de operacion y mantenimiento o en la etiqueta. El CEB reflejara
estos parametros cuando asi lo demuestren.
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Los resultados deberan ser emitidos por un Tercero Autorizado por la COFEPRIS, en caso de que el(0s)
parametro(s) a analizar no se encuentre(n) dentro del listado de terceros autorizados, podra presentar
estudios practicados al equipo o sustancia germicida por un laboratorio o institucién puablica o privada
reconocida a nivel nacional o internacional mediante un sistema de gestion de calidad 1SO 17025 (International
Organization for Standardization; https://www.iso.org/obp/ui/#iso:std:iso-iec:17025:ed-2:vl:es) o en la Norma
Mexicana NMX-EC-17025-IMNC-2006 Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y
de calibracién (http://integra.cimav.edu.mx/intranet/data/files/calidad/documentos/externos/NMX-EC-17025-
IMNC-2006.pdf), bajo un método normalizado y validado, y buenas practicas de laboratorio para
microbiologia de la OMS. Cumpliendo con los limites maximos permisibles, dispuestos en la Norma Oficial
Mexicana citada en el inciso 3.6 del Capitulo de Referencias normativas de esta Norma o las
recomendaciones de la OMS (Guias para la calidad del agua potable
http://www.who.int/water_sanitation_health/dwg/gdwqg3_es_fulll_lowsres.pdf?ua=1.

Para el cumplimiento respecto a virus y/o Arsénico de este inciso se podran utilizar los métodos
establecidos en los Apéndices F y G Informativos de esta Norma.

Antes de que se efectlen las pruebas deberd presentar ante la COFEPRIS, un protocolo de estudio
elaborado por el laboratorio seleccionado, el cual deber incluir:

6.4.1 La metodologia (descripcion del proceso de evaluacion de los equipos para tratamiento doméstico de
agua), incluyendo un diagrama de flujo;

6.4.2 Cantidades de remocion por cada parametro manifestado en su escrito, a las cuales se someteran
los equipos para demostrar su eficiencia;

6.4.3 Etapas de L de agua tratada por los equipos a las que se realizaran las pruebas de eficiencia en
reduccion de los parametros en comento (0, 50, 75 y 100% de la vida util y los adicionales que requiera la
persona fisica o moral);

6.4.4 Infraestructura a utilizar en el proceso de evaluacién de los equipos para tratamiento doméstico de
agua, o sustancias germicidas con evidencia fotografica del banco de pruebas;

6.4.5 Métodos analiticos;
6.4.6 Cronograma de actividades, y

6.4.7 Reporte final incluyendo limites de deteccion y cuantificacion, soporte técnico (como minimo
cromatogramas y curvas de calibracion cuando aplique).

6.5 Criterio para obtencion del CEB y otros parametros.

El CEB estara avalado por los informes de resultados de un Tercero Autorizado por COFEPRIS que
efectle el estudio de la vida util del equipo para tratamiento doméstico de agua y sustancias germicidas,
utilizando los métodos de prueba indicados en el inciso A.10.6 del Apéndice A Normativo de esta Norma.

Los equipos deberan ser sometidos a prueba con el agua de prueba 1 y agua de prueba 2 (Tablas A.3 y
A.4 de esta Norma), demostrando una eficiencia en reduccion bacteriana del 95% de Mesofilos aerobios y
99.99% de Coliformes totales.

La obtencion del CEB se otorgara cuando:
6.5.1 Los dos equipos cubran el 100% de la vida util manifestada por el fabricante.

Los dos equipos cubran al menos el 75% de la vida util que manifieste el fabricante, el CEB se emitira
indicando su vida util demostrada.

6.5.2 Cuando uno de los dos equipos no cubra al menos el 75% de la vida util manifestada por el
fabricante, no se otorgara el CEB, en este caso se debera realizar nuevamente la prueba manifestando una
vida atil menor.

6.5.3 Las sustancias germicidas sometidas a prueba deben demostrar su efectividad, acorde a las
dosificaciones establecidas en el manual del fabricante.

6.6 Criterios para obtener un CEB incluyendo otros parametros

Los equipos sometidos a prueba, deberdn de demostrar que eliminan o reducen otros parametros
microbioldgicos, fisicos, quimicos manifestados, bajo los criterios del inciso 6.4 de esta Norma.
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6.7 Materiales de fabricacion del equipo para tratamiento doméstico de agua.

Referente a los materiales de fabricacion, debera de presentar un listado de los componentes que estén
en contacto con el agua, con evidencia documental o informe de resultados de laboratorio, emitido por un
organismo, institucién o laboratorio publico o privado reconocido a nivel nacional o internacional que indique
que los materiales que se utilizan para la fabricacion del equipo en su totalidad o de cada uno de los
componentes que lo conforman, no liberan sustancias que puedan causar dafio a la salud de los usuarios. El
laboratorio que realice el estudio debera de cumplir lo establecido en el inciso 6.3 de esta Norma.

Para el cumplimiento de este inciso se aceptara el informe de resultados emitido por el método establecido
en el Apéndice D Informativo de esta Norma.

6.8 Hoja de datos de seguridad de la sustancia germicida.

Debera de presentar la hoja de datos de seguridad emitidos por el fabricante conforme a las disposiciones
indicadas en la Norma Oficial Mexicana NOM-018-STPS-2015, Sistema armonizado para la identificaciéon y
comunicacion de peligros y riesgos por sustancias quimicas peligrosas en los centros de trabajo o la que la
sustituya.

6.9 Etiqueta del equipo para tratamiento doméstico de agua.

Por cada modelo de equipo para tratamiento doméstico de agua se deberd ostentar en su etiqueta:
nombre y modelo (debe ser el mismo que se indica en el CEB, vida util en L de agua tratada y tiempo
aproximado de vida util en condiciones de uso, presion de operacion, flujo maximo (L/minuto) al que se puede
operar el equipo, utilizar con agua de abastecimiento publico, subterranea de alta calidad o superficial, tipo de
contaminante que trata por colores, observaciones, No. de Lote y la leyenda “véase instructivo anexo”,
nombre y/o razon social del fabricante, distribuidor y/o importador, asi como el domicilio del mismo). La
etiqueta so6lo debe contener los paradmetros aprobados por la COFEPRIS (Ver Esquema 1 de esta Norma).

Esquema 1. Ejemplo de etiqueta del equipo.

NOMERE COMERCLAL
Fiazdn Socia
Calle Na. Col. C.P 000000
Pabkacdn, Enfidad Federatva Datos de idendficacin de marca
Tel. 5655 59 55 55
whwtw e, com. mx
233 @33& Lo
Descriprian: Vida otil: MUMERL de Lilros R
Fitira g2 Paliprapilenn Rigido Presidn de Operacién: No. kylom® } Dabas de idendficarian de producha
Moty moooo: Flujo: WUMERD L'min
UTILIZAR CON AGUA DE ACUERDC A Indicar & fipo de agua factible de
A1 | Agua de abastecimiento plblico Irafar, Mo es necesaio letar
A2 [Apua sublerranea de alla calidad aqualios fems qus ne e apiquen
A3 [ Agua superfical 1."'
B Bioldgicos

B0 | Bdsico: Bactenas, £ cof, Colfarmes fofelkes, Mesdils Aembins 4"
BOZ | Cryplospondivm

BO3  [Vinus

BO4  [Otros Indicar & tpo de contaminarnte que
FQ Fisico-Quimicos £5 capaz de talar &l dispositiva, Mo

FOO1 | Particulas suspendidas (sedimentos) ) b PeCESAM kstar aguelles Rems

FO02 | Aguas duras por sales de caltia o manganssa tue o ke apliguan

FO03 [Arsinen

FQ04 | Flidor

FO05 | Owido de hiero
FOOB | Hidracarburas v pesficidas (Indicar cuales)

FQO7 | Olres

OBSERVACIONES
Auliar para remacian de lo sefalado,

Chservaciones  oblgatonas  de

HO TRATA COMTAMINANTES FISICO-QUIMICOS por lo que deberd agrepar defindas por COFEPRIS
de adicionarse ura de dichas caracleristicas para evilar enfarmedades en &l Cenificado
réladionadas por caracleristicas dal aqua,

Ne. de Lote: i

" ﬂMERU*— VEASE INSTRUCTIVO ANEXD

5
-

Idzntificadar Obligalodio para razabilidad cel preducto
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6.10 Instructivo o manual de operacion del equipo para tratamiento doméstico de agua.

El instructivo o manual de operacion del equipo para tratamiento doméstico de agua, debe ser especifico
para cada modelo de equipo, indicando cuando menos la informacion en espafiol siguiente:

6.10.1 Finalidad de uso. Debera de indicar los microorganismos, contaminantes fisicos y/o quimicos que el
equipo elimina o retiene;

6.10.2 Diagrama hidraulico de flujo. Debe incluir, los elementos de los que esta constituido el equipo, y los
componentes que proporcionan el tratamiento al agua, donde se debe describir de manera secuencial como
opera el equipo para efectuar la desinfeccién del agua, la manera en que el agua fluye a través de los
componentes del equipo y el tratamiento que proporcionan éstos al agua;

6.10.3 Las caracteristicas de la calidad del agua de prueba (agua de abastecimiento publico, subterranea
de alta calidad o superficial), con la que se evalué la efectividad bacteriolégica del equipo, al 0, 50, 75y 100%
de la vida util y las adicionales que se practicaron al equipo que la persona fisica 0 moral solicito;

6.10.4 El flujo de agua tratada en L por minuto que el equipo puede procesar para su potabilizacién, y para
el cual fue disefiado;

6.10.5 La presién méxima del agua a la que el equipo debe operar;

6.10.6 El procedimiento de instalacion, uso y mantenimiento o cambio de piezas del equipo, incluyendo el
de los componentes que proporcionan el tratamiento al agua, debiendo indicar el domicilio y teléfonos donde
el usuario pueda contactar al fabricante.

6.10.7 Con base en los resultados de eficiencia en reduccion bacteriolégica, la vida util del equipo referida
a volumen de agua tratada (en L) asi como de los elementos que proporcionan el tratamiento al agua.

6.11 Etiqueta de la sustancia germicida para tratamiento doméstico de agua.

La etiqueta de la sustancia germicida, debe usar un lenguaje claro y sencillo, la informacion que por el
tamafio del envase no pueda formar parte del etiquetado, deberd presentarse en un folleto o instructivo que
acomparie a cada envase. En estos casos se imprimira la leyenda “CONSULTE EL INSTRUCTIVO ANEXO”.
La etiqueta de la sustancia germicida debe ostentar la informacion en idioma espafiol siguiente:

6.11.1 Nombre comercial del producto;

6.11.2 Nombre comun del producto;

6.11.3 Presentacion;

6.11.4 Composicion porcentual del ingrediente activo, inerte y/o diluyentes;

6.11.5 Contenido Neto;

6.11.6 Finalidad de uso. Debera de indicar los microorganismos que inhibe y/o elimina;

6.11.7 Instrucciones de uso. Indicar la cantidad de producto a aplicar por L de agua a desinfectar,
dependiendo de su origen (agua de abastecimiento publico, subterranea de alta calidad o superficial con la
que se evalud la efectividad bacteriolégica de la sustancia. Tiempo de contacto de la sustancia en la
desinfeccion del agua;

6.11.8 Condiciones de almacenamiento;
6.11.9 Precauciones y advertencias de uso;
6.11.10 Caducidad;

6.11.11 No. de Lote de fabricacion y

6.11.12 Nombre, direccion y teléfono del importador, distribuidor y/o comercializador. Si el producto es
fabricado o formulado en territorio nacional debe Imprimirse la leyenda “HECHO EN MEXICO” En casos de
productos de importacion “HECHO EN...” (Pais de origen), en caso de productos de importacion a granel que
sean envasados en México, debe imprimirse la leyenda “ENVASADO EN MEXICO”.

6.12 Las personas fisicas o morales referidas en el inicio del Capitulo 6 de esta Norma, deben tener
adisposicion de la autoridad sanitaria para cuando ésta la requiera, la siguiente informacién:

6.12.1 Ingredientes activos, formulacion de materias primas, componentes de las sustancias germicidas y
partes componentes del equipo, y

6.12.2 Pais de origen de los ingredientes activos de la sustancia germicida o, en su caso, indicar si es en
su totalidad de produccion nacional o de importaciéon.
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7. Evaluacioén de la conformidad

La evaluacion de la conformidad podra ser solicitada a instancia de parte, por el responsable sanitario, el
representante legal o la persona que tenga las facultades para ello, ante la autoridad competente o las
personas acreditadas o autorizadas para tales efectos.

8. Concordancia con Normas Internacionales y mexicanas
Esta Norma Oficial Mexicana no coincide con ninguna Norma Internacional, ni Mexicana.
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10. Observancia de la Norma

La vigilancia en el cumplimiento de esta Norma corresponde a la Secretaria de Salud y a los gobiernos de
las entidades federativas, en sus respectivos ambitos de competencia.

11. Vigencia

La presente Norma Oficial Mexicana entrara en vigor a los 180 dias naturales posteriores a su publicacion
en el Diario Oficial de la Federacion.

TRANSITORIOS

PRIMERO. Esta Norma deja sin efectos a la Norma Oficial Mexicana NOM-244-SSA1-2008, Equipos y
sustancias germicidas para tratamiento doméstico de agua. Requisitos sanitarios, publicada en el Diario
Oficial de la Federacién el 4 de septiembre de 2009.

SEGUNDO. Los equipos o sustancias germicidas que cuenten con un Dictamen de Efectividad
Bacterioldgica, tendran un plazo de seis meses, contados a partir de la fecha de entrada en vigor de esta
Norma, para solicitar el CEB con el fin de agotar las existencias de los productos con etiquetas o envases
litografiados.

Ciudad de México, a 3 de noviembre de 2020.- El Comisionado Federal para la Proteccién contra Riesgos
Sanitarios y Presidente del Comité Consultivo Nacional de Normalizacién de Regulacion y Fomento Sanitario,
José Alonso Novelo Baeza.- Rubrica.
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12. Apéndices
APENDICE A NORMATIVO

Método de prueba para evaluar la eficiencia en reduccién bacteriana en equipos y sustancias
germicidas para tratamiento doméstico de agua.

A.1 Introduccién.

El agua que diariamente se suministra a la poblacion, es empleada ya sea para beber; preparar comida;
asearse, bafarse y satisfacer todas las necesidades higiénicas. El agua para uso y consumo humano debe
ser salubre, aceptable y asequible.

Para efectos de la proteccion contra riesgos sanitarios referidos al consumidor en todos sus niveles
sociales, las fuentes naturales del agua deben mantenerse eficientemente vigiladas y protegidas. El liquido
captado debe ser sometido a un tratamiento previo, cumpliendo con las disposiciones aplicables al ser
disponible para el usuario final.

Sin embargo, en ocasiones se puede poner en riesgo la calidad del agua potabilizada o de procedencia
natural y es necesario <<el tratamiento del agua en el lugar de consumo>> (en inglés, point-ofuse water
treatment), principalmente para beber y preparar alimentos, lo anterior se logra mediante la utilizacién de
equipos para tratamiento doméstico de agua o sustancias germicidas que aseguran la eliminacién de
microorganismos patdgenos o la eliminacion de contaminantes quimicos téxicos.

En el caso de equipos la eficiencia en reduccion bacteriana depende de factores como el proceso de
tratamiento utilizado, caracteristica del agua a tratar, el modo de operacion; y en caso de sustancias, de la
composicién quimica y cinética del ingrediente activo del germicida. Dicha capacidad debe ser sometida a
prueba a fin de garantizar la salud de la poblacién que hace uso de estos productos para obtener agua para
uso y consumo humano.

A.2 Objetivo.

Evaluar la eficiencia en reduccién bacteriana en equipos y en sustancias germicidas, para comprobar que
cumplen con las propiedades antimicrobianas para los cuales fueron creados y que le son atribuidas por el
fabricante.

A.3 Fundamento.

El Método de prueba para determinar la eficiencia en reduccion bacteriana de equipos para tratamiento
doméstico de agua y/o sustancias germicidas descrito en el presente Apéndice, consiste en evaluar su
desempefio para retener, destruir o inactivar bacterias.

La evaluacion de los equipos para tratamiento doméstico de agua, se lleva a cabo haciendo pasar agua de
prueba 1y agua de prueba 2 (Tablas A.3 y A.4 de esta Norma), a través de éstos, asi como agua inoculada
con bacterias vivas (cepa evaluada), en diferentes etapas de la vida util.

Para evaluar las sustancias germicidas, se probaran agregandolas al agua de prueba 1 y agua de prueba
2 (Tablas A.3 y A.4, de esta Norma), considerando su caducidad conforme a los estudios de estabilidad.

A.4 Consideraciones generales.
A.4.1 El laboratorio de prueba que realice los analisis debera ser un Tercero Autorizado por la COFEPRIS.

A.4.2 Para obtener resultados significativos, es de suma importancia seguir fielmente y controlar
cuidadosamente las condiciones en las que se lleva a cabo este método.

A.4.3 Todo el material que esté en contacto con las muestras debera estar estéril utilizando un ciclo de
esterilizacion previamente validado por la CCAYAC.

A.4.4 Equipos y Reactivos.

A.4.4.1 Todos los equipos los debera tener incluidos el laboratorio de prueba que realice los andlisis en un
programa de calibraciéon, mantenimiento preventivo y verificacién, de acuerdo a las caracteristicas del equipo.
La calibracion ademéas debera ser trazable a un patron nacional establecido conforme al CENAM. Los
reactivos deberan ser de grado analitico.

A.4.4.1.1 Potenciometro. Deberan tener una precision de verificacion minima de + 0.1 unidades de pH a
20° C — 25° C, deben verificarse el dia de uso con soluciones amortiguadoras trazables al CENAM u otro
patrén nacional emitido por un Instituto Nacional de Metrologia incorporado al Arreglo de Reconocimiento
Mutuo del Comité Internacional de Pesas y Medidas.
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A.4.4.1.2 Balanza analitica. Deberan ser verificadas el dia de uso utilizando un marco de pesas calibrado
o verificado.

A.4.4.1.3 Incubadora de aire con circulacion mecanica, para operar a una temperatura de 35 + 2° C. Las
incubadoras y bafios de agua, deberan demostrar mediante el muestreo en diferentes puntos de la camara y
durante un tiempo determinado, que asegure las condiciones de incubacién de la prueba que pueden trabajar
a los intervalos de temperatura indicados en los métodos.

A.4.4.1.4 Bafo de agua con circulacién mecanica y mezcla de agua, para operar a una temperatura de
445+ 0.2° C.

A.4.4.1.5 Autoclave con termometro y mandémetro, capaz de alcanzar temperatura de esterilizacion de 121
+ 2° C, probado con termdmetro de maximas. Las autoclaves y hornos que se utilicen para la esterilizacion de
material y medios de cultivo, debe contar con instrumentos de medicién calibrados. Cada ciclo de
esterilizacion debe estar controlado paramétricamente (temperatura y presion) y con indicadores biol6gicos o
contar con un programa de monitoreo con indicadores biolégicos, considerando la frecuencia de uso y las
condiciones de mantenimiento. El laboratorio debe contar con ciclos de esterilizacién que garanticen la
esterilidad de los materiales sometidos a esterilizacién sin afectacion de sus caracteristicas, con el propésito
de demostrar la distribucién y la penetracién del calor.

A.4.4.1.6 Horno para esterilizar a 160-180° C.

A.4.4.1.7 Termometros. Cuando se indique el uso de un termémetro, éste deberd estar dentro de un
programa de calibracién y/o verificacion vigente por parte del laboratorio que practique la prueba, esta ultima
contra un termoémetro patron. Los equipos de incubacion deberan contar con termémetros calibrados con
division minima de la mitad de la variacion permitida al equipo por el método, por ejemplo cuando se indique
una variacién de * 1° C el termdmetro debera tener una division minima de 0.5° C.

A.4.4.1.8 Espectrofotdmetro con escala de Transmitancia o Nefelémetro de Mc Farland.

A.4.4.1.9 Pipetas seroldgicas estériles de 1 y 10 ml de capacidad, con graduacion de una décima de su
volumen total. (Se recomienda contar complementariamente con pipetas de 2, 5y 11 ml de capacidad).

A.4.4.1.10 Tubos de cultivo de 22 x 175 mm, 20 x 200 mm, 16 x 160 mm y 10 x 100 mm, con tapa
metalica o de rosca.

A.4.4.1.11 Botellas de Roux.

A.4.4.1.12 Asa de platino o nicromel.

A.4.4.1.13 Contador manual.

A.4.4.1.14 Contador de colonias con fondo oscuro.
A.4.4.1.15 Cajas de Petri estériles de 100 X 15 mm.
A.4.4.1.16 Mecheros Fisher o Bunsen.

A.4.4.1.17 Solucion salina estéril al 0.85 % (8.5 g de cloruro de sodio grado analitico en 1000 ml de agua
destilada o desionizada).

A.4.5. Medios de Cultivo.

A.4.5.1 Todos los medios de cultivo deberan usarse hasta haber aprobado el control de calidad adecuado
para su uso, con excepcion de los medios de cultivo que tengan como restriccion el tiempo de uso, en esos
casos los resultados del andlisis no podran ser emitidos hasta haber completado su control de calidad.

A.4.5.2 Pueden utilizarse medios de cultivo preparados en el laboratorio por ingrediente, medio de cultivos
preparados en polvo o listo para su uso, siempre que éstos cumplan con la formulacion descrita en el método.

A.4.5.3 Debe realizarse control de calidad de los medios de cultivo, acorde a un método cientifico.
A.4.5.4 Los reactivos a emplear en el método objeto, de esta Norma, deben ser grado analitico.
A.4.6 Cepas de referencia.

A.4.6.1 Debido a la variabilidad inherente de los materiales biolégicos es necesario demostrar que las
cepas control utilizadas proceden de una coleccion de microorganismos que asegure la identidad y las
caracteristicas de los microorganismos para su uso como patrones bioldgicos. Las cepas control utilizadas
deberan demostrar trazabilidad a una coleccion de microorganismos reconocida y deberan demostrar la
pureza y viabilidad de las mismas.
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A.4.7 Agar nutritivo A.

Extracto de carne 3 g

Peptona 5 g

Agar libre de sales 15 g

Agua destilada o desionizada 1000,0 ml

Poner en ebullicién durante tres minutos el extracto de carne y la peptona (Bacto o equivalente); agregar el
agar y calentar, agitando continuamente hasta disolver.

Distribuir en tubos de 10 x 100 mm y esterilizar 20 minutos a 121° C (el medio no debe sufrir
sobrecalentamiento, lo que se evita por un precalentamiento del autoclave).

Utilizar este medio para efectuar los subcultivos.
A.4.8 Agar nutritivo B.

Preparar del mismo modo que el Agar nutritivo A, descrito en el inciso A.4.7 de este Apéndice, pero
agregando 30 g de agar libre de sales en lugar de los 15 g especificados en dicho inciso.

Distribuir 20 ml del medio en cada botella de Roux o tubos de 22 x 175 mm.
Utilizar este medio para preparar el cultivo de referencia.
A.4.9 Solucién neutralizante concentrada.

Mezclar 40 g de azolectina, con 280 ml de polisorbato 80 y 1.25 ml de solucion amortiguadora de fosfatos,
diluir con agua hasta obtener un volumen final de un 1 L, ajustar el pH a 7.2 con solucién volumétrica de
NaOH o HCI, distribuir en porciones de 100 ml. Esterilizar en autoclave a 121° C por 20 minutos.

A.4.10 Solucién neutralizante diluida.

Mezclar 100 ml de la solucion neutralizante concentrada con 25 ml de la soluciébn amortiguadora de
fosfatos 0.25 M, adicionar 1675 ml de agua, mezclar y distribuir en porciones de 9 ml en tubos con rosca.
Esterilizar en autoclave a 121°C por 20 minutos.

A.4.11 Caldo neutralizante.

Mezclar los siguientes componentes: Triptona 5 g, extracto de levadura 2.5 g, dextrosa 10 g, tioglicolato de
sodio 1 g, tiosulfato de sodio 6 g, bisulfito de sodio 2.5 g, polisorbato 805 g, lecitina de soya 7 g, purpura de
bromocresol 0.02 g y agua destilada 1 L, calentar a disolucion, ajustar pH a 7.2 distribuir y esterilizar en
autoclave a 121° C por 15 minutos.

El caldo neutralizante se deberd utilizar para realizar las diluciones como lo indica el inciso A.10.6 de esta
Norma.

A.5 Microorganismo de prueba.
Cepa de Escherichia coli ATCC 11229
A.6 Preparacion del cultivo de referencia.

Tomar una asada de la cepa de Escherichia coli y sembrar en una botella de Roux con Agar nutritivo B;
incubar de 20 a 24 h a una temperatura de 35 + 2° C, hacer por lo menos tres siembras.

A.7 Preparacion del subcultivo.

Tomar una asada de cada cultivo de referencia y resembrar en tubos independientes con Agar nutritivo A;
incubar 20-24 h a una temperatura de 35 + 2° C.

A.8 Preparacién de la suspensién de Escherichia coli.

A.8.1 A partir del subcultivo en tubo ya desarrollado, adicionar 5 ml de solucién salina al 0.85 % estéril y
agitar suavemente en forma manual, rotando verticalmente el tubo entre las dos manos, para obtener una
suspension bacteriana, la cual se transfiere a un tubo estéril.

A.8.2 Diluir la suspension bacteriana con solucion salina estéril al 0.85 %, a la Transmitancia o Turbiedad
elegida, de acuerdo con la concentracion de bacterias establecida en los incisos A.8.2.1 y A.8.2.2 de este
Apéndice.
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A.8.2.1 Método espectrofotométrico.

Determinar la concentracion de bacterias en UFC/ml, utilizando la Tabla A.1 de este Apéndice.

TablaA.1
370 420 490 530 550 580 650 Longitud de onda en:
nm nm nm nm nm nm nm nm
% Transmitancia con filtros UFC/ml x 10°
7,0 4,0 6,0 6,0 6,0 7,0 8,0 13,0
8,0 5,0 7,0 7,0 7,0 8,0 9,0 11,5
9,0 6,0 8,0 8,0 8,0 9,0 10,0 10,2
10,0 7,0 9,0 9,0 9,0 10,0 11,0 8,6
11,0 8,0 10,0 10,0 10,0 12,0 13,0 7,7
13,0 9,0 12,0 12,0 12,0 13,0 15,0 6,7

Nota. La calibracion del aparato debe realizarse con un blanco de solucion salina estéril.
A.8.2.2 Método nefelométrico.

Determinar la concentracion de bacterias en UFC/ml, utilizando la Tabla A.2 de este Apéndice.

TablaA.2
Solucion de BaCl, al 10 % Solucion de :17804 al 1,0% Escala de Mc Farland UFC millones/ml
0,1 9,9 4,0 300
0,2 9,8 3,7 600
0,3 9,7 3,5 900
0,4 9,6 3,4 1200
0,5 9,5 3,3 1500
0,6 9,4 3,2 1800
0,7 9,3 3,15 2100
0,8 9,2 3,10 2400
0,9 9,1 3,04 2700
1,0 9,0 3,00 3000

Diluir la suspension bacteriana con solucion salina estéril al 0.85 %, a la Transmitancia o Turbiedad
elegida, de acuerdo con la concentracion de bacterias de 5,000 a 10,000 UFC/ml para Mesdfilos aerobios y =
a 1,600 NMP/100 ml para coliformes totales.

A.9. Determinacion de la cuenta viable.

A un matraz Erlenmeyer que contenga 99 ml de soluciébn amortiguadora de fosfatos diluida estéril,
transferir 1 ml de la suspension de microorganismos de prueba y efectuar diluciones decimales necesarias
para obtener placas con cuentas de entre 25 y 250 colonias. Colocar en cajas Petri estériles, por duplicado 1
ml de cada dilucién, agregar a cada placa de 15 ml a 18 ml de agar para métodos estandar, homogeneizar y
dejar solidificar invertir las cajas de Petri e incubar por 48 h a 30-35° C. Contar las colonias de cada una de las
cajas en un cuenta colonias de acuerdo a la Norma Mexicana NMX-BB-040-SCFI-1999. Métodos generales
de andlisis-determinacion de la actividad antimicrobiana en productos germicidas

A.10. Consideraciones para realizar la prueba de eficiencia en reduccidn bacteriana en equipos y
sustancias germicidas.

A continuacion se establecen las caracteristicas fisicoquimicas del agua que debe emplearse para llevar a
cabo las pruebas 1y 2, tanto para los equipos como para las sustancias germicidas.
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A.10.1 Caracteristicas fisicoquimicas del agua que se utilizara en la prueba para equipos y/o
sustancias germicidas.

La prueba de la eficiencia en reduccién bacteriana tanto en equipos como en sustancias, se llevara a cabo
con dos aguas de prueba, las cuales seran preparadas diariamente y verificadas conforme a las Tablas A.3 y
A.4 de esta Norma.

Los parametros de las Tablas A.3 y A.4 de esta Norma, deberan ser analizados por un Tercero Autorizado
por COFEPRIS.

A.10.1.1 Agua de prueba 1.

Este tipo de agua representa a las aguas subterraneas de alta calidad o el agua de lluvia, y sera inyectada
desde el inicio hasta el 50% de la Vida util de cada equipo y por cada sustancia germicida, la cual debe
cumplir con las especificaciones siguientes:

Tabla A.3

Agua de Prueba 1

Constituyente Especificacion Materiales de ajuste (# CAS ?)
Cloro " (mg/L) <0,1mg/L Ninguno
Acido o una base inorganica
6,5-9,0 i
pH Acido clorhidrico (7647-01-0)

Unidades de pH
Hidréxido de sodio (1310-73-2)

CcoT (mgl/L)® 1.5%+0.95 mg/L Acido tanico (1401-55-4)
Turbidez (NTU) <1 NTU Ningun ajuste
Temperatura (°C) Temperatura ambiente No aplica
SDT (mg/L) (mg /L) 450 £50mg/L Sales del Mar

! Todo el cloro debe ser removido por debajo de los limites de deteccién sin afiadir productos quimicos y cominmente
se logra mediante el uso de carbén activado. El cloro debe ser medido antes de la adicion de los materiales de ajuste del
agua de prueba. Los niveles de cloro en el agua de prueba 2 puede causar interferencias con la técnica analitica; Las
mediciones deben hacerse antes de la adicion de las Sales del Mar.

Zniciales en Inglés del Servicio de Informacién de Sustancias Quimicas de la Sociedad Americana de Quimica de los
Estados Unidos de América (Chemical Abstract Service).

Si el agua de la llave tiene una composicién similar a ésta, puede usarse directamente después de su
decloracion, debera demostrarse con estudios si es el caso.

A.10.1. 2 Agua de prueba 2.

Este tipo de agua representa a las aguas superficiales, pero en las peores condiciones, y serd inyectada a
partir del 51 % hasta el 100 % de la Vida util de cada equipo y por cada sustancia germicida, la cual debe
cumplir con las siguientes especificaciones:

Tabla A.4

Agua de Prueba 2

Constituyente Especificacién Materiales de ajuste (# CAS ?)
Cloro* (mg/L) <0.1mg/L Ninguno
Acido o una base inorganica
6.0-10.0 i
pH Acido clorhidrico (7647-01-0)

Unidades de pH
Hidroxido de sodio (1310-73-2)

CcoT (mg/L)3 15+5 mg/L Acido himicos (6813-04-4)

Especificacion 1SO. Polvo de prueba fina

. 3 +
Turbidez (NTL) 40 £ 10NTU 12103-A2
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Agua de Prueba 2
Constituyente Especificacion Materiales de ajuste (# CAS 2)
Temperatura (°C) Temperatura ambiente No aplica
STD (mg/L) (mg/L) 1500 + 150 mg/L Sales del Mar

! Todo el cloro debe ser removido por debajo de los limites de deteccién sin afiadir productos quimicos y cominmente
se logra mediante el uso de carbén activado El cloro debe ser medido antes de la adicién de los materiales de ajuste del
agua de prueba. Los niveles de cloro en el agua de prueba 2 pueden causar interferencias con la técnica analitica. Las
mediciones deben hacerse antes de la adicion de Sales del Mar.

2 Iniciales en Inglés del Servicio de Informacién de Sustancias Quimicas de la Sociedad Americana de Quimica de los
Estados Unidos de América (Chemical Abstract Service).

A.10. 2 Preparacion del agua de prueba 1y del agua de prueba 2.

Para preparar el agua de prueba 1y 2 que se ajustara a los parametros especificados en las Tablas A.3 y
A.4 del Apéndice A Normativo de esta Norma, se debe utilizar agua libre de Bactericidas y Bacteriostaticos
(para garantizar lo anterior, se recomienda realizar dicha actividad mediante un equipo que contenga filtros de
Carbdén Activado).

A.10.2.1 Los volumenes de agua de prueba 1, se prepararan y se hardn pasar a traves del equipo, hasta
alcanzar el 50 % de la Vida util especificada por el fabricante, de acuerdo con el tiempo determinado de su
operacion o funcionamiento.

A.10.2.2 Los volimenes de agua de prueba 2 se prepararan y se haran pasar a traveés del equipo,
después del 50 % de la Vida util, hasta alcanzar el 100 % de la Vida util especificada por el fabricante, de
acuerdo con el tiempo determinado de su operacion o funcionamiento.

A.10.3 Inoculacion del agua de prueba 1y del agua de prueba 2.

Se inocularan un minimo de 10 Volumenes vacios del agua de prueba 1 y del agua de prueba 2, cuando
les aplique (considerando que cada Volumen vacio no debe ser menor a 1 L), con el volumen de suspension
bacteriana de Escherichia coli, hasta alcanzar:

A.10.3.1 Una carga total de Mesofilos aerobios de 5000 a 10000 UFC/ml y determinar la concentracion
real de conformidad con lo dispuesto en la Norma Oficial Mexicana citada en el inciso 3.3 Norma Oficial
Mexicana (NOM-092-SSA1-1994) del Capitulo de Referencias normativas de esta Norma.

A.10.3.2 Una concentracién de Coliformes totales mayor o igual a 1600 NMP/100 ml y determinar la
concentracion real mediante el Apéndice H Normativo de la Norma Oficial Mexicana citada en el inciso 3.8
(NOM-210-SSA1-2014) del Capitulo de Referencias normativas de esta Norma o con los métodos alternativos
presentados en los Apéndices B y C Informativos de esta Norma.

Las aguas de prueba 1y 2 inoculadas, deben estar bien mezcladas antes de usarse.
A.10.4 Muestreo.

El procedimiento de toma de muestras (desinfecciobn y muestreo) se realizar4 de conformidad con lo
establecido en la Norma Oficial Mexicana citada en el inciso 3.9 (NOM-230-SSA1-2002) del Capitulo de
Referencias normativas de esta Norma.

A.10.4.1 Neutralizadores quimicos para las sustancias germicidas y equipos que en su tratamiento
utilizan sustancias desinfectantes.

En el momento en el que se toman las muestras, el producto quimico desinfectante presente en el agua
debera de neutralizarse inmediatamente (es decir, convertirse a una forma que carezca de actividad
antimicrobiana), sino se sobreestimara la eliminacién o inactivaciéon microbiana, esto se realiza agregando un
neutralizador idéneo a las muestras, segun la sustancia que se trate, para lo cual el fabricante de la sustancia
0 equipo deberd indicar en el instructivo o manual de uso, el neutralizador que aplique, indicando la
concentracion en porcentaje a aplicar por ml de la muestra, por ejemplo:

Para muestras de agua con cloro residual libre, agregar 0.1 ml de tiosulfato de sodio a 3 % por cada 120
ml de capacidad de los recipientes que contendra la muestra.
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A.10.5 Seleccion de los equipos.

Se seleccionaran dos equipos del mismo modelo por el laboratorio Tercero Autorizado, en caso de
equipos muestra prototipos o muestras de importacion donde no pueda llevar a cabo la seleccién se tomaran
los existentes debiendo justificar documentalmente por el interesado.

A.10.6 Analisis microbioldgicos.

Los analisis microbioldgicos se realizaran determinando la concentracion de microorganismos Mesofilos
aerobios en UFC/mI de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana citada en el inciso 3.3 (NOM-092-SSA1-1994)
del Capitulo de Referencias normativas de esta Norma y la concentracion de coliformes totales de acuerdo
con el Apéndice H Normativo de la Norma Oficial Mexicana citada en el inciso 3.8 (NOM-210-SSA1-2014) del
Capitulo de Referencias normativas de esta Norma o con los métodos alternativos presentados en los

Apéndices B y C Informativos de esta Norma, referentes al agua tratada por los equipos y /o sustancias
germicidas.

A.10.7 Bitacora.

El técnico de laboratorio asentara en la bitacora los registros de los flujos de agua y presiones de partida,
asi como de los mismos en que termina diariamente. En la toma de muestras se deberan registrar en la
bitdcora los siguientes datos: fecha, hora, volumen en L de agua tratada, flujo en L por minuto y presion de
operacién, asi como el registro de las cantidades de microorganismos obtenidas antes y después del
tratamiento.

A.10.8 Etapas de evaluacion.

Para documentar la reproducibilidad de la eficiencia en reduccién bacteriana y determinar su variabilidad,
seran evaluados en paralelo con agua de prueba 1y agua de prueba 2, dos equipos del mismo modelo en las
siguientes etapas de la vida util: al 0 %, 50 %, después del periodo de estancamiento de 48 h, al 75%,
después del periodo de estancamiento de 48 h y finalmente, 100%, bajo el esquema mostrado en la Figura
A.1 del Apéndice A Normativo de esta Norma.

Para documentar la reproducibilidad de la eficiencia en reduccién bacteriana y determinar su variabilidad,
seran evaluadas por duplicado las sustancias germicidas del mismo lote, agregandolas al agua de prueba 1y
agua de prueba 2, considerando su caducidad de acuerdo a los estudios de estabilidad.

Figura A.1. Verificacion en operacién continla de la eficiencia en reduccion bacteriana en equipos
domésticos

% 05 Uale|naou)
Be Gf UDIIE|NIOU|
0 (0T UOIDE| N30 |

Estancamiento 1 Estancamiento 2

Agua de prueba 1 Agua de prueba 2 Agua de prueba 2

e 3 [} LGB 30U

Vida atil, Volurmen (L) o tlempo de operacidn {d)

A.11. Proceso de evaluacion en el banco de pruebas, de los equipos en sistema continto, por lotes
(Discontintio) y de las sustancias germicidas, para determinar la eficiencia en reduccidn bacteriana de
la vida util.

A.11.1 Equipos en sistema continuo.

Con base en las especificaciones que se indican en el manual o instructivo de uso y mantenimiento del
equipo sujeto a prueba, se elabora un programa de evaluacion de eficiencia en reduccién bacteriana de la
vida util del equipo a ser evaluado, considerando:

La vida (til de los componentes que dan tratamiento al agua, la sustitucién de algin componente en el
caso de que alguno de éstos tenga una vida util menor al equipo en su totalidad.
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El mantenimiento y/o limpieza que se debe de dar al equipo y/o sus componentes.
El flujo de agua en L por minuto a la que se debe operar el equipo.
Presion maxima de alimentacion de agua a la que se opera el equipo.

Cuando se opere el equipo con recirculacion del agua de prueba 1 y 2 se deberan de mantener los
parametros ajustados (Tablas A.3 y A.4 de esta Norma), de acuerdo a la capacidad del banco de pruebas y
gasto del equipo. En caso de no recircular el agua, se debera de preparar la cantidad suficiente de agua de
prueba 1y 2 de acuerdo al gasto, presion y a los tiempos establecidos a los que operara el equipo.

A.11.1.1 Banco de pruebas e instalacion de equipos.

Verificar el adecuado funcionamiento de la instalacién del banco de pruebas (valvulas, bombas,
manometros, etc.).

Desinfectar el banco de pruebas y lineas de conduccién con solucién de Cloro al 0.2 % durante 30 minutos
y enjuagar hasta eliminar los residuales de Cloro, se puede considerar el uso de otro desinfectante.

Instalar en paralelo en el banco de pruebas, (sistema contintio Figura Al de esta Norma), dos equipos del
mismo Modelo, verificar que se encuentren debidamente armados e instalados.

A.11.1.2 Acondicionamiento de los equipos.

Acondicionar y operar cada equipo de acuerdo con el programa elaborado para la evaluacion de la
Eficiencia en reduccion bacteriana del equipo, considerando:

Flujo de agua en L/minuto: Ajustar las condiciones de flujo de acuerdo con las instrucciones
proporcionadas por el fabricante, indicadas en el manual de uso y mantenimiento del equipo.

Presion de alimentacion de agua: Ajustar el medidor a cero, tomar las lecturas iniciales de los dispositivos
de medicion e iniciar la presurizacion, hasta alcanzar la presién a la que se operara el equipo.

Vida util y mantenimiento o sustitucion de los componentes del equipo que proporcionan tratamiento al
agua: Se debe considerar en la prueba, el ciclo de limpieza y/o el cambio de componentes (se debera contar
con los componentes necesarios que se sustituirdn durante el desarrollo de la prueba).

Tiempo de funcionamiento de los equipos: Serd conforme a lo especificado por el fabricante. Si el
fabricante no especifica el tiempo de funcionamiento diario del equipo a evaluar, este debe ser maximo de 16
h con un periodo de descanso de 8 h.

A.11.1.3 Desarrollo.
Se llena el sistema de prueba, con agua de prueba 1, para purgar el aire del sistema.

Para cada equipo, se dejan pasar dos Volimenes vacios de agua o lo que indique el manual y/o
instructivo del fabricante.

Inspeccionar el sistema hidraulico y equipos periddicamente, verificando que se encuentran debidamente
armados e instalados, para comprobar que no se presentan fugas de agua en los 2 equipos ni en las
conexiones y véalvulas del banco de pruebas.

El técnico de laboratorio asentara en la bitacora los registros de los flujos de agua y presiones de partida,
asi como de los mismos en que termina diariamente.

A.11.1.3.1 Para el 0 % de la vida util del equipo.

Una vez iniciado el flujo de agua conforme a las indicaciones establecidas en el programa para la
evaluacién del equipo, se haran pasar a través de los equipos por lo menos 2 volumenes vacios de agua de
prueba 1.

Posteriormente, se hacen pasar 10 volimenes vacios de agua de prueba 1 inoculada a través de los
equipos.

Se tomaran 2 muestras del agua de prueba 1 inoculada por cada equipo (en la valvula de muestreo
instalada en el banco de pruebas, con un volumen de 100 ml) en el influente (antes del tratamiento de agua
por el equipo), esta es la muestra ingresada, que dara la carga inicial de microorganismos con los que se
comienza.

A continuacién, se toman 2 muestras por equipo en el efluente (después del tratamiento de agua por el
equipo), con un volumen de 100 ml, la inyeccién de la suspension con los microorganismos en el flujo de
alimentacion continuara durante la toma de muestras hasta que el volumen sea suficiente para el andlisis de
desafio.
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Realizar el andlisis microbiolégico de las muestras recolectadas conforme lo indicado en el inciso A.10.6
de este Apéndice.

Determinar la Eficiencia en Reduccién Bacteriana, conforme con lo indicado en el inciso A.13 de este
Apéndice.

A.11.1.3.2 Para el 50 % de la vida Gtil del equipo.

Reiniciar el flujo de agua de prueba 1 de acuerdo con las indicaciones establecidas en el programa para la
evaluacion del equipo, se hara pasar ésta a través de los equipos hasta cubrir el 50 % de la vida Util.

Posteriormente, se hacen pasar 10 volimenes vacios de agua de prueba 1 inoculada a través de los
equipos.

Se tomaran 2 muestras del agua de prueba 1 inoculada por cada equipo (en la valvula de muestreo
instalada en el banco de pruebas, con un volumen de 100 ml) en el influente (antes del tratamiento de agua
por el equipo), ésta es la muestra ingresada, que dara la carga inicial de microorganismos con los que se
comienza.

A continuacién, se toman 2 muestras por equipo en el efluente (después del tratamiento de agua por el
equipo), con un volumen de 100 ml, la inyeccion de la suspension de los microorganismos en el flujo de
alimentacion continuara durante la toma de muestras hasta que el volumen sea suficiente para el andlisis de
desafio.

Realizar el analisis microbiolégico de las muestras recolectadas de acuerdo con lo indicado en el inciso
A.10.6 de este Apéndice.

Determinar la Eficiencia en Reducciéon Bacteriana, de acuerdo con lo indicado en el inciso A.13 de este
Apéndice.

A.11.1.3.3 Estancamiento 1.

Una vez cubierto el 50 % de la vida util de los equipos, se tendra un periodo de estancamiento de 48 h, es
decir, no se hara pasar agua de prueba 1 inoculada y no inoculada. Esto permite la determinacion de
cualquier crecimiento microbiano a través del componente de tratamiento, o el paso de microorganismos en
reposo, cuando los equipos no estén sujetos a presion en linea.

Terminado el periodo de estancamiento se continuara con el agua de prueba 2.
A.11.1.3.4 Para el 75% de la vida util del equipo.

Reiniciar el flujo de agua de prueba 2, de acuerdo con las indicaciones establecidas en el programa para
la evaluacion del equipo, se hara pasar ésta a través de los equipos hasta cubrir el 75 % de la vida util.

Posteriormente, se hacen pasar 10 Volimenes vacios de agua de prueba 2 inoculada a través de los
equipos.

Se tomaran 2 muestras del agua de prueba 2 inoculada por cada equipo (en la valvula de muestreo
instalada en el banco de pruebas, con un volumen de 100 ml) en el influente (antes del tratamiento de agua
por el equipo), esta es la muestra ingresada, que dara la carga inicial de microorganismos con los que se
comienza.

A continuacion, se toman 2 muestras por equipo en el efluente (después del tratamiento de agua por el
equipo), con un volumen de 100 ml, la inyeccién de la suspension con los microorganismos en el flujo de
alimentacion continuara durante la toma de muestras hasta que el volumen sea suficiente para el andlisis de
desafio.

Realizar el analisis microbiolégico de las muestras recolectadas de acuerdo con lo indicado en el inciso
A.10.6 de este Apéndice.

Determinar la eficiencia en reduccién bacteriana, de acuerdo con lo indicado en el inciso A.13 de este
Apéndice.

A.11.1.3.5 Estancamiento 2.

Una vez cubierto el 75% de la vida util de los equipos, se tendra un periodo de estancamiento de 48 h, es
decir, no se hara pasar agua de prueba 2 inoculada y no inoculada. Esto permite la determinacion de

cualquier crecimiento microbiano a través del componente de tratamiento, o el paso de microorganismos en
reposo, cuando los equipos no estén sujetos a presion en linea.

Terminado el periodo de estancamiento se continuara con el agua de prueba 2.
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A.11.1.3.6 Para el 100% de la vida util del equipo.

Reiniciar el flujo de agua de prueba 2 de acuerdo con las indicaciones establecidas en el programa para la
evaluacion del equipo, se hara pasar ésta a través de los equipos hasta cubrir el 100% de la vida util.

Posteriormente, se hacen pasar 10 volimenes vacios de agua de prueba 2 inoculada a través de los
equipos.

Se tomaran 2 muestras del agua de prueba 2 inoculada por cada equipo (en la véalvula de muestreo
instalada en el banco de pruebas, con un volumen de 100 ml) en el influente (antes del tratamiento de agua
por el equipo), esta es la muestra ingresada, que dara la carga inicial de microorganismos con los que se
comienza.

A continuacion, se toman 2 muestras por equipo en el efluente (después del tratamiento de agua por el
equipo), con un volumen de 100 ml, la inyeccion de la suspension con los microorganismos en el flujo de
alimentacion continuarad durante la toma de muestras hasta que el volumen sea suficiente para el andlisis de
desafio.

Realizar el andlisis microbioldgico de las muestras recolectadas de acuerdo con lo indicado en el inciso
A.10.6 de este Apéndice.

Determinar la eficiencia en reduccion bacteriana, de acuerdo con lo indicado en el inciso A.13 de este
Apéndice.

A.11.1.4 Criterio para obtener el CEB.

El criterio para la obtencién del CEB para los equipos y otros parametros, sera de acuerdo a lo indicado en
el inciso 6.5, de esta Norma.

A.11.1.5 Alternativa para el célculo de la carga microbiana en el agua de prueba.

Para sistemas continuos Figura A.2, de esta Norma, se puede calcular el flujo de solucién concentrada de
la carga bacteriana que deberd bombearse y mezclarse e inocularse en el agua de prueba 1 o 2, pueden
realizarse los calculos siguientes:

CapQap + Crullrm = Crlly
Qap + Qry = Q7
Donde:
Cap= Carga microbiana en el tanque de agua de prueba, UFC/ml o NMP/100 ml

Qap = Flujo del tanque de agua de prueba, L/ minuto

Crm = Carga microbiana en el tanque de la solucion concentrada, UFC/ml o NMP/100 ml

Qv = Flujo de la solucién concentrada, L/ minuto
Cr = Flujo total ingresado al equipo sometido a verificacion, L/ minuto

Qr= Carga microbiana ingresada al equipo sometido a verificacién, 1 x 10* UFC/ml 0 1.6 x 10® NMP/100 ml

Por lo general, los equipos domésticos operan en el intervalo de 1-5 L/ minuto, es decir que el volumen
diario irfa de 1,440 L — 7,200 L, por lo que el Flujo de la solucién concentrada puede calcularse mediante:

(. 10MFCYy L ¢ . NMP -
|: Ly—mr—)6 l:. S TI]i] ””'J| ¥ (Gr. Ljmin))

Lry = -

] L
(= Qe hipiy

De la ecuacion anterior puede observarse que la concentracion de la solucién depende directamente del
flujo total de operacion pero inversamente proporcional al flujo de agua problema, por lo que debera elegirse

el factor técnico y operativamente conveniente de la relacion:
Qap

—— = factor a (adimensional)

&
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Figura A.2
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A.11.2 Equipos por Lotes (Discontinuo).

Con base en las especificaciones que se indican en el manual o instructivo de uso y mantenimiento del
equipo sujeto a prueba, se elabora un programa de evaluacion de eficiencia en reducciéon bacteriana de la
vida util del equipo a ser evaluado, considerando:

La vida (til de los componentes que dan tratamiento al agua, la sustitucién de algin componente en el
caso de que alguno de éstos tenga una vida Gtil menor al equipo en su totalidad.

El mantenimiento y/o limpieza que se debe de dar al equipo y/o sus componentes
A.11.2.1 Banco de pruebas e instalacion de equipos.
Verificar el adecuado funcionamiento de la instalacion del banco de pruebas.

Desinfectar el banco de pruebas y lineas de conduccion con solucién de Cloro al 0.2 % durante 30 minutos
y enjuagar hasta eliminar los residuales de Cloro.

Instalar en el banco de pruebas, dos equipos del mismo modelo en el sistema por lotes (Figura A.4 de esta
Norma) para documentar la reproducibilidad de la eficiencia y determinar su variabilidad, siguiendo las
recomendaciones del fabricante y verificar que se encuentren debidamente armados e instalados, asi mismo
que no se presenten fugas en los equipos, ni en las conexiones.

A.11.2.2 Acondicionamiento de los equipos.
Ajustar el flujo de agua, en caso de ser necesario.
A.11.2.3 Alternativa para probar a un equipo por lotes a un flujo continuo de agua.

De acuerdo a la Figura A.4 de esta Norma y partiendo de la carga maxima (volumen) del equipo y del
tiempo de residencia de tratamiento del agua, se podra establecer el modo de operacion continuo.

En un equipo por lotes se puede considerar la siguiente alternativa para probarlo como si fuera uno de
flujo continuo de agua considerando como variables de operacion el flujo de ingreso, tiempo de residencia y
flujo de salida del equipo de tratamiento, tal como se muestra en la Figura A.3, siguiente:

SN

T

SR

Figura A.3. Variables de operacién de un sistema por Lotes.

Donde:

Qi = Flujo de ingreso de agua cruda, L/ minuto

Ci = Concentracion inicial de contaminante, m/ L, donde m = unidad mésica respectiva.
Qe = Flujo del efluente del agua tratada, L/ minuto

Ce = Concentracion residual del contaminante, m/L, donde m = unidad mésica respectiva.
1 = tiempo de residencia, es el tiempo que el agua tarda en ser tratado dentro del equipo.

Sin embargo, el tiempo de residencia (t) define la efectividad del proceso puesto que el tiempo al que el
agua es sometida al tratamiento indicado por el fabricante, por lo que puede dimensionarse la operacion
continua del equipo manteniendo el tiempo de residencia indicado por el equipo, calculando entonces los
flujos de operacion.
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El tiempo de residencia esta dado por:
V)
o

Qe [.lru'n]

Es decir, depende directamente del volumen de agua (V) que el equipo puede tratar e inversamente
proporcional al flujo del efluente (Qe).

Suponiendo que el equipo de la Figura A.3, de esta Norma, puede tratar 25 L de agua con un tiempo de
residencia de 2 h, esto significa que el flujo del efluente sera de:
V(L)
Qe = t{min)
Por lo que realizando las conversiones correspondientes,
25

Q, = W = 0.2083 L/min

:.'l _1I'E_

Es decir, que mediante este flujo del influente cada unidad de volumen de agua tendra un tiempo de
residencia de 2 h a través del equipo, pero su factibilidad técnica dependera del flujo minimo de operacion del
banco de pruebas instalado.

A.11.2.4 Desarrollo.
Se llena el sistema de prueba, con agua de prueba 1, para purgar el aire del sistema.

Inspeccionar el sistema hidraulico y equipos periddicamente, verificando que se encuentran debidamente
armados e instalados.

El técnico de laboratorio asentara en la bitdcora los registros de los flujos de agua y presiones de partida,
asi como de los mismos en que termina diariamente.

A.11.2.4.1 Para el 0% de la vida util del equipo.

Una vez iniciado el flujo de agua de acuerdo con las indicaciones establecidas en el programa para la
evaluacién del equipo, se haran pasar a través de los equipos por lo menos 2 lotes de agua de prueba 1.

Posteriormente, se hacen pasar a través de los equipos 2 lotes de agua de prueba 1 inoculada.

Se tomaran 2 muestras del agua de prueba 1 inoculada por cada equipo (en la valvula de muestreo
instalada en el banco de pruebas, con un volumen de 100 ml) en el influente (antes del tratamiento de agua
por el equipo), esta es la muestra ingresada, que dara la carga inicial de microorganismos con los que se
comienza.

Se toman 2 muestras del agua tratada, después de que el volumen suficiente del agua de prueba 1
inoculada ha pasado a través del equipo, asegurarse que la inyeccion de la suspensién con los
microorganismos en el flujo de alimentacion continua durante la toma de muestras hasta que el volumen sea
suficiente (100 ml) para el analisis de desafio.

Realizar el andlisis microbioldgico de las muestras recolectadas de acuerdo con lo indicado en el inciso
A.10.6 de este Apéndice.

Determinar la Eficiencia en Reduccion Bacteriana, de acuerdo con lo indicado en el inciso A.13 de este
Apéndice.

A.11.2.4.2 Para el 50% de la vida util del equipo.

Se hacen pasar los lotes necesarios de agua de prueba 1 a través de los equipos, hasta cubrir el 50% de
la vida util.

Posteriormente, se hace pasar a través de los equipos 2 lotes de agua de prueba 1 inoculada.

Se tomaran 2 muestras del agua de prueba 1 inoculada por cada equipo (en la valvula de muestreo
instalada en el banco de pruebas, con un volumen de 100 ml) en el influente (antes del tratamiento de agua
por el equipo), esta es la muestra ingresada, que dara la carga inicial de microorganismos con los que se
comienza.

Se toman 2 muestras del agua tratada, después de que el volumen suficiente del agua de prueba 1
inoculada ha pasado a través del equipo, asegurarse que la inyeccion de la suspension con los
microorganismos en el flujo de alimentacion continua durante la toma de muestras hasta que el volumen sea
suficiente (100 ml) para el analisis de desafio.
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Realizar el andlisis microbioldgico de las muestras recolectadas de acuerdo con lo indicado en el inciso
A.10.6 de este Apéndice.

Determinar la eficiencia en reducciéon bacteriana, de acuerdo con lo indicado en el inciso A.13 de este
Apéndice.

A.11.2.4.3 Estancamiento 1.

Una vez cubierto el 50 % de la vida util de los equipos, se tendra un periodo de estancamiento de 48 h, es
decir, no se hard pasar agua de prueba 1 inoculada y no inoculada. Esto permite la determinacién de
cualquier crecimiento microbiano a través del componente de tratamiento, o el paso de microorganismos en
reposo, cuando los equipos no estén sujetos a presion en linea.

Terminado el periodo de estancamiento se continuara con el agua de prueba 2.
A.11.2.4.4 Para el 75% de la vida util del equipo.

Se hacen pasar los lotes necesarios de agua de prueba 2 a través de los equipos, hasta cubrir el 75% de
la vida util.

Posteriormente, se hace pasar a través de los equipos 2 lotes de agua de prueba 2 inoculada.

Se tomaran 2 muestras del agua de prueba 2 inoculada por cada equipo (en la valvula de muestreo
instalada en el banco de pruebas, con un volumen de 100 ml) en el influente (antes del tratamiento de agua
por el equipo), esta es la muestra ingresada, que dara la carga inicial de microorganismos con los que se
comienza.

Se toman 2 muestras del agua tratada, después de que el volumen suficiente del agua de prueba 2
inoculada ha pasado a través del equipo, asegurarse que la inyeccion de la suspensién con los
microorganismos en el flujo de alimentacion continua durante la toma de muestras hasta que el volumen sea
suficiente (100 ml) para el analisis de desafio.

Realizar el analisis microbiolégico de las muestras recolectadas de acuerdo con lo indicado en el inciso
A.10.6 de este Apéndice.

Determinar la Eficiencia en Reducciéon Bacteriana, de acuerdo con lo indicado en el inciso A.13 de este
Apéndice.

A.11.2.4.5 Estancamiento 2.

Una vez cubierto el 75% de la vida util de los equipos, se tendra un periodo de estancamiento de 48 h, es
decir, no se hard pasar agua de prueba 2 inoculada y no inoculada. Esto permite la determinacion de
cualquier crecimiento microbiano a través del componente de tratamiento, o el paso de microorganismos en
reposo, cuando los equipos no estén sujetos a presion en linea.

A.11.2.4.6 Para el 100% de la vida util del equipo.

Se hacen pasar los lotes necesarios de agua de prueba 2 a través de los equipos, hasta cubrir el 100% de
la vida util.

Posteriormente, se hacen pasar a través de los equipos 2 lotes de agua de prueba 2 inoculada.

Se tomaran 2 muestras del agua de prueba 2 inoculada por cada equipo (en la valvula de muestreo
instalada en el banco de pruebas, con un volumen de 100 ml) en el influente (antes del tratamiento de agua
por el equipo), ésta es la muestra ingresada, que dara la carga inicial de microorganismos con los que se
comienza.

Se toman 2 muestras del agua tratada, después de que el volumen suficiente del agua de prueba 2
inoculada ha pasado a través del equipo, asegurarse que la inyeccién de la suspension con los
microorganismos en el flujo de alimentacion continua durante la toma de muestras hasta que el volumen sea
suficiente (100 ml) para el analisis de desafio.

Realizar el andlisis microbiolégico de las muestras recolectadas de acuerdo con lo indicado en el inciso
A.10.6 de este Apéndice.

Determinar la eficiencia en reduccién bacteriana, de acuerdo con lo indicado en el inciso A.13, de este
Apéndice.

A.11.2.5 Criterio para obtener el CEB.

El criterio para la obtencién del CEB para los equipos y otros parametros, sera de acuerdo a lo indicado en
el inciso 6.5 este Apéndice.
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A.11.3 Procedimiento de la prueba para las sustancias germicidas.
A.11.3.1 Desarrollo de la prueba, con el agua de prueba 1.

La eficiencia en reduccion bacteriana para las sustancias germicidas se realizara: (1).- Con un producto
original de un lote y (2).- Para corroborar la caducidad de la sustancia germicida, se realizara a un producto
del mismo lote que haya sido sometido a estudios de estabilidad efectuados a temperatura ambiente, sino
cuenta con ellos podra presentar un producto del mismo lote que haya sido sometido a estudios a temperatura
acelerada, y en la renovacion del CEB debera de presentar un producto del mismo lote que haya sido
sometido a estudio de estabilidad a temperatura ambiente, esto nos permitira conocer la caducidad real de la
sustancia. La prueba de eficiencia en reduccién bacteriana se realizara utilizando agua de prueba 1 (Tablas
A.3 de este Apéndice) conforme a lo siguiente:

A dos piezas de la sustancia germicida del mismo lote, previamente seleccionadas por el Tercero
Autorizado, se les realizara la evaluacion de eficiencia en reduccion bacteriana, considerando las siguientes
especificaciones, que se indican en la etiqueta o instructivo de la sustancia sujeta a prueba:

Volumen de agua en L que trata la sustancia germicida.

Dosis del desinfectante quimico (las indicadas en la etiqueta y/o instructivo de uso).

Tiempo de contacto.

Mezclado.

Condiciones de almacenamiento del agua desinfectada.

Agregar a dos recipientes el volumen de agua de prueba 1 Inoculada, indicado en la etiqueta o Instructivo.

Tomar 3 muestras (con un volumen de 100 ml) del agua de prueba 1 inoculada, en cada uno de los
recipientes (antes del tratamiento de agua por la sustancia germicida), esta es la muestra ingresada, que dara
la carga inicial de microorganismos con los que se comienza.

Agregar al agua de prueba 1 Inoculada, la dosis de la sustancia germicida especificada en la etiqueta o
instructivo.

Dejar transcurrir el tiempo de contacto indicado en la etiqueta o instructivo.

Después de transcurrido el tiempo de contacto especificado en la etiqueta o instructivo, tomar tres
muestras (con un volumen de 100 ml) del agua de prueba 1 inoculada y tratada por la sustancia germicida.

En el momento en el que se toman las muestras, el producto quimico desinfectante presente en el agua
debera de neutralizarse inmediatamente (es decir, convertirse a una forma que carezca de actividad
antimicrobiana), sino se sobreestimard la eliminaciéon o inactivacién microbiana, esto se realiza agregando un
neutralizador idéneo a las muestras, segun la sustancia que se trate.

Realizar el analisis microbiolégico de las muestras recolectadas de acuerdo con lo indicado en el inciso
A.10.6 de este Apéndice.

Determinar la Eficiencia en Reduccién Bacteriana, de acuerdo con lo indicado en el inciso A.13 de este
Apéndice.

A.11.3.2 Desarrollo de la prueba, con el agua de prueba 2.

La eficiencia en reduccion bacteriana para las sustancias germicidas se realizara: (1).- Con un producto
original de un lote y (2).- Para corroborar la caducidad de la sustancia germicida, se realizard a un producto
del mismo lote que haya sido sometido a estudios de estabilidad efectuados a temperatura ambiente, sino
cuenta con ellos podréa presentar un producto del mismo lote que haya sido sometido a estudios a temperatura
acelerada, y en la renovacion del CEB debera de presentar un producto del mismo lote que haya sido
sometido a estudio de estabilidad a temperatura ambiente, esto nos permitira conocer la Caducidad real de la
sustancia. La prueba de eficiencia en reduccién bacteriana se realizara utilizando agua de prueba 2 (Tablas
A.4 de este Apéndice) conforme a lo siguiente:

A dos piezas de la sustancia germicida del mismo lote, previamente muestreadas por el Tercero
Autorizado, se les realizara la evaluacién de eficiencia en reduccién bacteriana de la vida Gtil, considerando
las siguientes especificaciones, que se indican en la etiqueta o Instructivo de la sustancia sujeta a prueba:

Volumen de agua en L que trata la sustancia germicida.

Dosis del desinfectante quimico (medida en las unidades apropiadas).
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Tiempo de contacto.

Mezclado.

Condiciones de almacenamiento del agua desinfectada.

Agregar a dos recipientes el volumen de agua de prueba 2 Inoculada, indicado en la etiqueta o instructivo.

Tomar 3 muestras (con un volumen de 100 ml) del agua de prueba 2 inoculada, en cada uno de los
recipientes (antes del tratamiento de agua por la sustancia germicida), esta es la muestra ingresada, que dara
la carga inicial de microorganismos con los que se comienza.

Agregar al agua de prueba 2 Inoculada, la dosis de la sustancia germicida especificada en la etiqueta o
instructivo.

Dejar transcurrir el tiempo de contacto indicado en la etiqueta o instructivo.

Después de transcurrido el tiempo de contacto especificado en la etiqueta o instructivo, tomar tres
muestras (con un volumen de 100 ml) del agua de prueba 2 inoculada y tratada por la sustancia germicida.

En el momento en el que se toman las muestras, el producto quimico desinfectante presente en el agua
debera de neutralizarse inmediatamente (es decir, convertirse a una forma que carezca de actividad
antimicrobiana), sino se sobreestimard la eliminacién o inactivacién microbiana, esto se realiza agregando un
neutralizador idoneo a las muestras, segln la sustancia que se trate.

Realizar el andlisis microbioldgico de las muestras recolectadas de acuerdo con lo indicado en el inciso
A.10.6 de este Apéndice.

Determinar la eficiencia en reduccion bacteriana, de acuerdo con lo indicado en el inciso A.13 de este
Apéndice.

A.11.3.3 Criterio para obtener el CEB de las sustancias germicidas.

Las sustancias germicidas deberan ser sometidas a prueba con el agua de prueba 1 y agua de prueba 2,
demostrando una eficiencia en reduccién bacteriana igual o mayor al 95 % de mesdfilos aerobios y mayor o
igual al 99.99 % de coliformes totales.

Cuando una de las dos sustancias germicidas (producto del mismo lote sometido a estudios de
estabilidad), no pase alguna prueba de eficiencia en reduccién bacteriana, no se otorgara el CEB.

A.12. Consideraciones especiales para técnicas especificas que se deben tomar en cuenta durante
la prueba para equipos y/o sustancias germicidas para tratamiento doméstico de agua.

La prueba para determinar la eficiencia en reduccion bacteriana depende del tipo de equipo o sustancia
germicida a evaluar, a continuacién, se muestran en las Tablas A.5, A.6, A.7 y A.8 de esta Norma, algunas
consideraciones de las diversas técnicas para el tratamiento domeéstico de agua.

Tabla A.5

Técnica Consideraciones

»  Sies apropiado para la técnica, podra utilizarse la prueba por lotes.

» Las pruebas de exposicion deberan realizarse en condiciones aceptables y
representativas respecto del volumen de agua que se ha de tratar (pero al
menos el minimo de 20 L), la calidad del agua, el flujo (cuando se trate de un
proceso de flujo continuo), la dosis y la duracion del tratamiento (duracién del

Algunos sistemas combinados se tratamiento).
comercializan en forma de
granulos, polvos o comprimidos
que contienen un coagulante
quimico, como una sal de hierro o
aluminio, y un desinfectante, | » En el caso de los tratamientos combinados que incluyan un desinfectante
como el cloro. quimico, deberan medirse la dosis de desinfectante, la concentracion residual
de desinfectante en el agua tratada y el tiempo de contacto, y el desinfectante
residual presente en el agua en el momento de la toma de muestras debera
neutralizarse quimicamente antes de realizar los analisis microbiol6gicos.

Métodos combinados
(multibarrera):

»  Se deberan realizar la prueba con al menos tres valores de los parametros de
calidad del agua, representativos de las condiciones maxima, minima y
promedio de las aguas de los lugares en los que se utilizara la técnica.
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Tabla A.6

Técnica

Consideraciones

Filtros de membrana o de medios porosos
estructurados, tales como:

e  Filtros de tela o fibra.
e  Filtros de cerdmica porosa (vela, olla).
e  Bloque poroso de carbén.

e  Filtros compuestos.

Los filtros de cerdmica y algunos otros filtros de
medios porosos estructurados se limpian regularmente
durante el uso doméstico. En la prueba los filtros se
deberan limpiar siguiendo las recomendaciones del
fabricante, en particular las relativas a la frecuencia y
el método de limpieza.

En la evaluacion de estas técnicas de filtracion no
deberan aplicarse a los filtros durante su limpieza
desinfectantes ni otros agentes antimicrobianos. Si se
recomienda el uso de desinfectantes se deben incluir
en la categoria de técnicas «multibarrera».

Filtros de medio granular:

Estan formados por lechos de relleno, capas o
superficies, que contienen arena, tierra de diatomeas u
otro medio constituido por particulas, sobre los que se
vierte o por los gue se hace pasar el agua.

La mayoria de los filtros de medio granular han de
someterse a retro lavado u otro tipo de limpieza
periédica del filtro, por lo que durante la prueba
deberan realizarse siguiendo las recomendaciones del
fabricante.

Se recomienda que la duracion de la prueba para la
evaluacion de la técnica abarque al menos un lote de
tratamiento del filtro, con una etapa de limpieza, por
ejemplo mediante retro lavado o rastrillado y
decantacion de la superficie de la arena, y el periodo
posterior de operacion del filtro hasta el final de la
operacion o lote de tratamiento del filtro antes de la
siguiente etapa de limpieza o mantenimiento.

Los filtros de medio granular con actividad biol6gica,
como los filtros lentos de arena de uso intermitente,
pueden «madurar» con el tiempo, y la eficiencia de
este tratamiento en la reduccién de la carga de
algunas bacterias puede no alcanzar su valor maximo
u o6ptimo hasta que el filtro haya alcanzado su
maduracion biolégica, en la prueba, la reduccion de la
carga bacteriana puede experimentar un aumento
considerable después de un periodo de prueba minimo
de 14 dias debido a que el filtro adn estaba
madurando y no habia alcanzado su estado de
eficiencia méaxima. Para este tipo de filtros, debe
recopilarse informacion sobre la eficiencia de la
técnica obtenida en pruebas periddicas realizadas
durante un periodo prolongado de uso para
representar mejor la capacidad de reduccion de la
carga bacteriana del filtro en el entorno previsto y
cuando se indique o prevea habitualmente el uso
durante periodos largos (por ejemplo, varios meses
por ciclo de operacion del filtro).

Tabla A.7

Técnica

Consideraciones

Técnicas de irradiacion UV (con LED y otros tipos de
lamparas), tales como:

e Lamparas de UV

. Lamparas de vapor de mercurio a presion baja que
producen radiacion UV monocromética a una A
Germicida de 254nm.

Si el Proceso de tratamiento UV se realiza en un
reactor de flujo continuo y el flujo puede variar en un
intervalo especificado, las pruebas con agua inoculada
se deberan realizar por duplicado, a los flujos
promedio, maximo y minimo, para documentar la
variacion de la eficacia germicida en todo el intervalo
de flujos.
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Deben seguirse las recomendaciones de uso del
fabricante, en particular las relativas a las propiedades
especificas de las lamparas, la potencia de entrada, el
recipiente de tratamiento del agua, el reactor de
tratamiento, la orientacion de las lamparas con
respecto al agua sometida a tratamiento, la intensidad
de la radiacién UV incidente (en mW / cm? u otras
unidades pertinentes), la dosis estimada de UV
administrada (fluencia, basada en la intensidad y el
tiempo de exposicién), en unidades Normalizadas (por
ejemplo, en mJ / cm?), y el flujo.

Los adenovirus son mas resistentes a la desinfeccion
por radiacién UV que cualquier otro virus substituto no
patégeno conocido.

El colifago substituto MS2 es relativamente resistente
a la radiacion UV y se puede utilizar para evaluar la
Eficiencia de las técnicas de tratamiento doméstico de
agua por desinfeccién mediante radiacion UV.

Técnicas térmicas (basadas en el calentamiento):

El calor se produce quemando combustible. El agua se
hierve o se somete a condiciones de pasteurizacion
(Normalmente > 63°C durante 30 minutos).

Si el proceso es un reactor de flujo continuo, deberan
seguirse las instrucciones del fabricante relativas a las
condiciones de funcionamiento.

En los procesos de tratamiento térmico, el agua
tratada tarda cierto tiempo en alcanzar la temperatura
objetivo y cierto tiempo en enfriarse hasta la
temperatura de consumo. Por lo tanto, debera
registrarse la evoluciéon de la temperatura del agua
sometida a tratamiento, y los cambios de temperatura
deberan compararse con los valores aceptables
especificadas por el fabricante.

La velocidad y el grado de inactivaciéon microbiana
dependen de las condiciones de tiempo y temperatura,
de modo que es fundamental documentarlas en la
evaluacion de la eficiencia en reduccion bacteriana.

En la prueba se deberan utilizar condiciones de tiempo
y temperatura consideradas aceptables de acuerdo
con las especificaciones del fabricante y que ademas
sean representativas de las condiciones en que se
usara la técnica.

Tabla A.8

Técnica

Consideraciones

Desinfeccion quimica:

Yodo, oxidante fuerte en soluciones acuosas,
comprimidos o0 resinas de polimeros sintéticos
yodadas que liberan yodo activo lentamente
(comprimidos de hidroperyoduro de tetraglicina que

liberan yodo libre al agua).

Diéxido de cloro, asi como de bromo, ozono u otros
oxidantes.

Acidos y bases fuertes.
Ferratos.

Metales antimicrobianos (plata y el cobre en forma
soluble o coloidal, o particulas metalicas solidas mas
grandes).

Se debe poner cuidado en preparar los cultivos
concentrados de los microorganismos que se van a
afladir de forma que no generen un exceso de
demanda de cloro en el agua de prueba.

Puede ser preciso purificar los cultivos microbianos
para reducir su demanda de cloro (u otro desinfectante
usado en la prueba) antes de afiadirlos a las muestras
en los estudios.

Es especialmente importante medir el pH del agua de
la prueba, asi como las concentraciones de ciertos
solutos, dado que la eficacia Germicida de algunos
desinfectantes quimicos, como el cloro libre y el
diéxido de cloro, es distinta a pH bajo y a pH alto. La
eficacia germicida del cloro libre es mayor si actia en
forma de acido hipocloroso, predominante a pH bajo (<
6) que si actia en forma de ion.
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. Cloro y Cloro libre (acido hipocloroso / hipoclorito en Hipoclorito, predominante a valores de pH mas altos

solucion o comprimidos). (= 9). Por el contrario, el efecto viricida del dioxido de
cloro es mayor a pH alto que a pH bajo. Ademas, los
solutos que reaccionan con el cloro libre, como el
amoniaco y los compuestos organicos, puede hacer
gue disminuya la concentracion de cloro libre residual
y reducir la actividad germicida.

. Oxidantes clorados (diclorocianuratos,
tricloroisocianuratos, cloraminas).

» El efecto germicida de las cloraminas, que se forman
por la reaccién de cloro libre con amoniaco, es menor
que la del cloro libre, y el efecto germicida de los
compuestos organicos clorados resultantes de la
reaccion del cloro con la materia organica natural es
nulo.

Coagulacion-floculacion y sedimentacion: » Deberan tenerse en cuenta la dosis de coagulante (en
su caso), las condiciones de mezclado (por ejemplo, el
método de agitacion) y el método especificado
recomendado para eliminar los floculos del agua
tratada (filtracion fisica, sedimentacién, decantacién,
etc.).

Algunos sistemas combinados se comercializan: en forma
de granulos, polvos o comprimidos que contienen un
coagulante quimico, como una sal de hierro o aluminio, y
un desinfectante, como el cloro.

» La prueba se debera realizar con los volimenes de
agua tratada especificados por el fabricante. Estos
volimenes se pueden basar en la unidad del
tratamiento quimico que se proporciona (por ejemplo,
un comprimido o sobre).

» Para el funcionamiento eficaz de los procesos de
coagulacién-floculacion pueden ser fundamentales las
condiciones del mezclado (por ejemplo, la velocidad y
la duracién), asi como la duracién de la sedimentacion
posterior. Por consiguiente, la prueba se debera
realizar en las condiciones especificadas por el
fabricante.

Para equipos con medios de filtracién y en funcion del tamafio de particula mostrada en la Figura A.5 de
este Apéndice, el agua de prueba 1 o 2 no deberia representar problema alguno en su operacién o
desempefio. Es importante puntualizar que el objetivo primario de esta Norma es la verificacion y, de ser el
caso, aprobacion de equipos y tecnologias para la calidad microbiologica del agua suministrada para uso
doméstico a nivel bacteriano o hasta parasitario; sin embargo, para la remocién de contaminantes especificos
como virus o compuestos coloidales, organicos e inorganicos disueltos y que no pueden ser removidos por
sistemas de tratamiento convencionales que por lo regular son mas econdémicos, existen las tecnologias
denominadas como tecnologias de membranas.

Las tecnologias de membranas que incluye la micro, ultra y nanofiltracién asi como la 6smosis inversa, por
lo general se emplean para flujos de suministro en localidades medias o grandes, como alternativa o
complemento a un proceso de potabilizacion convencional en sistemas de abastecimiento publicos y privados,
o cuando se presentan problemas de intrusion salina en acuiferos sobreexplotados, o cuando la Unica y
factible fuente de agua es la procedente de los mares.

Las tecnologias de membranas son eficientes y por lo general de infraestructura menor o compacta, y
aungue sus costos en los Ultimos 10 afios se han reducido drasticamente, siguen siendo de alta inversién, de
personal especializado y de infraestructura superior a los Procesos convencionales. Factores como la dureza
y el pH tienen especial efecto en el desempefio de las tecnologias; asimismo el proceso de tratamiento del
agua implica su posterior estabilizacién que le devuelve la concentracién de SDT que la OMS en las Guias de
Calidad del Agua edicion 2014 http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/44584/1/9789241548151_eng.pdf,
establece en 600 mg/l como limite maximo permisible en el agua para uso y consumo humano, tal proceso de
estabilizacion también incluye el ajuste de la alcalinidad y el pH, que se realiza con 6xido de calcio y otros
polimeros o quimicos que no estdn o pueden no estar presentes naturalmente en los cuerpos de agua
sometidos a tratamiento; por lo que pruebas de tratabilidad para cada tipo de agua deberan ser realizadas.
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Figura A.5. Otra consideracion especial esta en funcion del tamafio de particula del contaminante,
lo que dependera el paso de agua de prueba 1 o 2.
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A.12.1 Otras técnicas

Para todas aquellas técnicas que sean creadas para el tratamiento doméstico de agua y que no se
contemplan en esta Norma, debido al constante crecimiento en el desarrollo tecnoldgico e investigacion,
deberan realizar la prueba de eficiencia en reduccion bacterioldgica, para la proteccion de la salud publica.

A.13 Caélculos para la eficiencia en reduccion bacteriana

Considerando la media aritmética de las muestras (duplicado para equipos y triplicado para sustancias
germicidas) del agua de prueba inoculada sin tratar y agua tratada, se tiene:

A.13.1 El Porcentaje en Reduccion Bacteriana de Mesofilos Aerobios (% RBMA) se calcula como
sigue:
(Mesdfilos Aerobios JAPST — Mesdfilos Aerobios JAPT 100
(Mezdfilos Aerobios JAPST *

% RBMA =

En donde:
APST: Agua de prueba inoculada sin tratar en UFC/m.
APT: Agua de prueba tratada en UFC/ml.
A. 13.2 El Porcentaje en Reduccidon Bacteriana de Coliformes Totales (% RBCT) se calcula como
sigue:
(Coliformes totales}APST — (Coliformes totales)APT
{Coliformes totales)APST *

Loo

% RBCT =

En donde:

APST: Agua de prueba inoculada sin tratar en NMP/100 ml o UFC/ml.
APT: Agua de prueba tratada en NMP/100 ml o0 UFC/ml.

A.14. Resultados para la eficiencia en reduccion bacteriana.

La prueba sera aceptable para cada equipo o sustancia germicida, si la eficiencia en reduccion bacteriana
es de 95 % para Mesofilos aerobios y 99.99 % para coliformes totales en las aguas de prueba después del

tratamiento.

A.15. Reporte.

A.15.1 El reporte de la eficiencia en reduccion bacteriana emitido por el Tercero Autorizado debe contener
la siguiente informacion:
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A.15.1.1 Que indique que el equipo o sustancia sometida a prueba de eficiencia en reduccién bacteriana
se selecciono en las instalaciones del usuario, por personal del laboratorio que realizo la prueba de eficiencia,
presentar reporte de cadena de custodia;

A.15.1.2 Que indique especificamente la Norma utilizada para determinar la concentracion de (1).-
organismos Mesodfilos aerobios, asi mismo (2).- Norma utilizada para determinar la concentracion bacterias
coliformes totales;

A.15.1.3 Que indiquen el Nombre Comercial, nimero de Modelo, de acuerdo con el nombre sefialado en
la informacion técnica;

A.15.1.4 Que indique el Nombre, No. de Modelo, No. de serie de cada uno de los componentes que
proporcionan tratamiento al agua del equipo al que se le practicéd la prueba de eficiencia en reduccion
bacteriana;

A.15.1.5 Indicar que se utilizé como microorganismo de prueba la cepa Escherichia Coli ATCC 11229;

A.15.1.6 Incluir los resultados de la concentracion de organismos Mesofilos aerobios y la concentracion de
organismos Coliformes totales, de las muestras de agua de prueba sin tratar y de las muestras de agua
tratada;

A.15.1.7 Que la prueba de eficiencia en reduccion bacteriana se realiz6 de acuerdo con el Proceso
descrito en el Instructivo o Manual del usuario;

A.15.1.8 Infraestructura utilizada en el Proceso de evaluacién de los equipos para tratamiento domeéstico
de agua, o sustancias germicidas, incluyendo evidencia fotografica del banco de pruebas, y

A.15.1.9 Presentar Original de resultados.

A.15.2 El reporte de estudio de eficiencia en reduccion de otros parametros a reducir y/o eliminar por un
equipo para tratamiento doméstico de agua y/o sustancia germicida emitido por el laboratorio seleccionado
debe contener la siguiente informacion:

A.15.2.1 Introduccioén;
A.15.2.2 Objetivos;

A.15.2.3 Nombre de cada parametro que reduce y/o elimina el equipo para tratamiento doméstico de agua
y/o sustancia germicida;

A.15.2.4 La metodologia (descripcion del Proceso de evaluacién de los equipos para tratamiento
domeéstico de agua), incluyendo un diagrama de flujo;

A.15.2.5 Concentraciébn méaxima de eliminacion y/o remocioén por cada parametro manifestado en su
escrito a las cuales se sometieron los equipos o sustancias para demostrar su eficiencia;

A.15.2.6 Etapas de L de agua tratada por los equipos, a las que se realizaran las pruebas de eficiencia en
reduccion de los parametros en comento (0, 50, 75 y 100% de la Vida util y los adicionales que requiera la
persona fisica 0 moral);

A.15.2.7 Infraestructura utilizada en el Proceso de evaluacion de los equipos para tratamiento doméstico
de agua, o sustancias germicidas, incluyendo evidencia fotografica del banco de pruebas;

A.15.2.8 Técnicas y métodos analiticos utilizados y su descripcion;
A.15.2.9 Cronograma de actividades;

A.15.2.10 Incluir soporte técnico: limites de deteccidon y cuantificacion, cromatogramas y curvas de
calibracién, cuando aplique;

A.15.2.11 Incluir los resultados del analisis de los parametros indicados en las Tablas A.3 y A.4, de esta
Norma, realizados por el laboratorio Tercero Autorizado por COFEPRIS, correspondientes a las aguas de
pruebaly 2;

A.15.2.12 Resultados del estudio firmados por la persona responsable del Laboratorio;
A.15.2.13 Conclusiones, y

A.15.2.14 Evidencia documental (copia del certificado) que indique que el Laboratorio seleccionado o
institucion publica o privada cuenta con un sistema de gestién de calidad ISO 17025 (Requisitos generales
para la competencia de los laboratorios de ensayos y calibracion (https://www.iso.org/obp/ui/#iso:std:iso-
iec:17025:ed-2:vl:es) o Norma Mexicana NMX-EC-17025-IMNC-2006 2006 Requisitos generales para la
competencia de los laboratorios de ensayo y de calibracion
(http://integra.cimav.edu.mx/intranet/data/files/calidad/documentos/externos/NMX-EC-17025-IMNC-2006.pdf)
de buenas practicas de laboratorio.
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APENDICE B INFORMATIVO
Determinacién de organismos coliformes totales y Escherichia coli. Método del sustrato cromogénico.

B.1 Introduccion.

La determinacion de organismos coliformes por medio del sustrato cromogénico, se fundamenta en el uso
de sustratos cromogénicos hidrolizables para la deteccidon de enzimas de bacterias coliformes. Cuando se
utiliza esta técnica, el grupo se define como todas las bacterias que poseen la enzima [3-D-galactosidasa y
son capaces de romper el sustrato cromogénico, dando como resultado una liberacion del cromégeno. A
diferencia del método de fermentacion de lactosa que permite el crecimiento de muchos organismos aerébicos
y elimina o suprime algunos no coliformes con inhibidores quimicos, esta técnica provee nutrientes que son
mas selectivos y especificos para el crecimiento de coliformes. La prueba puede usarse tanto en tubos
multiples como en formato presencia-ausencia (muestras individuales de 100 ml). La obtencién de resultados
vélidos requiere la aplicacion estricta de los procedimientos de control de calidad.

B.2 Principio.

El sustrato cromogénico tal como el orto-nitrofenil-B-D galactopirandsido u otro equivalente, es empleado
para detectar la enzima 3-D-galactosidasa, la cual es producida por bacterias coliformes totales. La enzima 13-
D-galactosidasa hidroliza al sustrato y provoca un cambio de color, el cual indica y sustenta una prueba
positiva después de 24 a 28 h sin procedimientos adicionales. Las bacterias no Coliformes, tales como las
especies del género Aeromonas y Pseudomonas, que producen pequefias cantidades de la enzima (3-D-
galactosidasa, son suprimidas y no pueden producir una respuesta positiva durante las 28 h a menos de que
mas de 1X10* UFC por ml estén presentes.

B.3 Aplicaciones.

La prueba de coliformes con sustrato cromogénico se recomienda para el andlisis de muestras de agua
potable, agua purificada o agua limpia proveniente de cualquier fuente.

Las muestras de agua que contienen materiales humicos o de otro tipo pueden estar coloreadas. Si hay
color de fondo, se comparan los tubos inoculados con un tubo de control conteniendo Unicamente muestra de
agua. Ciertas aguas con alto contenido de sales de calcio pueden causar precipitacion, pero ésta no debe
afectar la reaccion.

La prueba del sustrato cromogénico no se usa para verificar siembras presuntivas de coliformes o colonias
de filtracibn con membrana porque el sustrato puede ser sobrecargado por el in6culo pesado de R-D-
galactosidasa débil producido por no-coliformes, causando resultados falsos positivos.

En lo que se refiere a Escherichia coli, un sustrato fluorogénico como el 4-metilumbeliferil-R-D-glucorénido
es utilizado para detectar la enzima R-glucoronidasa, la cual es producida por E. coli. La enzima R-
glucoronidasa hidroliza el sustrato, produciendo fluorescencia cuando el liquido es expuesto a la luz UV de
onda larga (366 nm). La presencia de fluorescencia indica una respuesta positiva para E. coli. Algunas
Shigella spp también pueden producir una respuesta positiva. Debido a que Shigella spp son reconocidas
como patdgenas humanas, no estan consideradas como perjudiciales para probar la calidad sanitaria del
agua.

B.4 Formulacién del sustrato.

Las formulaciones del sustrato se presentan comercialmente en tubos para el procedimiento de tubos
multiples o en recipientes para muestras de 100 ml para la determinacién de presencia/ausencia. También
son aprovechables porciones pre-pesadas del reactivo para mezclar y dosificar en tubos mdltiples para
pruebas de 10 ml u otros recipientes para muestras de 100 ml. Se debe evitar la exposicion prolongada del
sustrato a la luz directa del sol.

La formulacion en polvo contiene los siguientes compuestos anhidros (por L de sustrato preparado).

Sulfato de amonio (NH4)2SO, 5,009
Sulfato de manganeso, MnSQO4 0,0005 g
Sulfato de zinc, ZnSO,4 0,0005 g
Sulfato de magnesio, MgSO, 0,109
Cloruro de sodio, NaCl 10,09
Cloruro de calcio, CaCl, 0,059
Sulfito de sodio, Na,SO; 0,049
Amfotericina B 0,001 g
O-Nitrofenil-B-D-galactopiranésido 0,509
4-Metilumbeliferil-3-D-glucorénido 0,075¢
Solanio 0,509
Buffer Hepes de sal de sodio 5349
Buffer Hepes de ac, organicos 6,949

B.5 Procedimiento.
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B.5.1 Procedimiento de tubos mudltiples. Seleccione el nimero apropiado de tubos por muestra con medio
predosificado para la prueba de tubos multiples y rotule. Siga las instrucciones del fabricante para preparar la
serie de diluciones. Asépticamente, adicione 10 ml de muestra a cada tubo, tape herméticamente y agite
vigorosamente para disolver. La mezcla resultante es incolora. Algunas particulas pueden resultar insolubles
durante la prueba, esto no afectara su desarrollo.

El procedimiento también puede ser desarrollado con la adicion de cantidades apropiadas del sustrato
reactivo a la muestra, mezclando vigorosamente y dosificando en cinco o diez tubos estériles. Incube a 35+
0.5°C por 24 h.

B.5.2 Procedimiento de presencia/ausencia. Adicione asépticamente sustrato enzimatico prepesado a 100
ml de muestra en un vaso, estéril, transparente, no fluorescente de borosilicato o en una botella o recipiente
equivalente. Opcionalmente adicionar 100 ml. de muestra al sustrato enzimatico en un recipiente provisto por
el fabricante. Tape asépticamente y mezcle vigorosamente para disolver. Incube a 35+0,.5°C por 24 h.

B.6 Interpretacion.

Después de 24 h de incubacion examine si existe cambio de color en los tubos o recipientes. Cuando el
sustrato es orto-nitrofenil-B-D-galactopiranésido es hidrolizado por la enzima de la bacteria para producir
ortonitrofenol amarillo; algunos sustratos usados en otras formulaciones pueden producir respuestas de
diferente color. La respuesta cromogénica descrita es una reaccion positiva para Coliformes totales. Si el
cambio de color no es uniforme en todo el tubo, mezcle por inversion antes de la lectura. Comparar cada tubo
nuevamente con el comparador de color disponible de la fuente comercial del sustrato. Si la intensidad del
color es mayor o igual a la del comparador, los coliformes totales estan presentes.

Las muestras son negativas para coliformes totales si no se observa color. Si la respuesta cromogénica es
cuestionable después de 24 h, incube 4 h méas. Si se intensifica el cromogeno, la muestra es positiva para
coliformes totales; si no sucede esto, la muestra es negativa.

Incidir luz UV para la presencia de E. coli, la muestra sera positiva si se observa fluorescencia en las
celdas positivas para coliformes totales.

B.7 Reporte.

Si se desarroll6 el procedimiento de NMP, calcular el valor de NMP del nimero de tubos o celdas
positivos, de acuerdo con las tablas de NMP, correspondientes al sistema utilizado. Si se utiliza el
procedimiento de presencia/ausencia, reportar resultados de coliformes totales presentes a ausentes en 100
ml de muestra.

B.8 Control de calidad.

Pruebe cada Lote de sustrato comercial desarrollando la prueba por inoculacion con tres bacterias de
control; Escherichia coli, otra Coliforme total diferente a E. coli (por ejemplo, Enterobacter cloacae)) y una no
coliforme. Evite el uso de in6culos pesados. Si se usan Pseudomonas como el no coliforme representativo,
seleccione una especie no fluorescente. Incube estos controles a 35 + 0.5°C por 24 h. Lea y registre los
resultados.
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APENDICE C INFORMATIVO
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Determinacion de bacterias coliformes totales y coliformes fecales. Método de filtracién por
membrana.

C.1 Fundamento.

Este método se basa en la filtracion de una muestra para concentrar células viables sobre la superficie de
una membrana y transferirlas a un medio de cultivo apropiado, para posteriormente contar el nimero de UFC
desarrolladas después de la incubacion.

C.2 Material.

C.2.1 Autoclave con termometro y manodmetro, capaz de alcanzar temperatura de esterilizacion de 121 +
2°C (a 15 psi), probado con termémetro y mandmetro de maximas respectivamente;

C.2.2 Material para envolver esterilizable (papel kraft, bolsas de polimero resistentes al calor, otros);

C.2.3 Membranas para filtracion, estériles, con poro de 0.45 milimicras y cojinetes absorbentes de 47 mm
de didmetro;

C.2.4 Sistema de filtracion;

C.2.5 Sistema de luz UV para esterilizacion de las unidades de filtracion;

C.2.6 Bomba de vacio (20-27 pulgadas Hg), tuberia y aditamentos herméticos para mantener el vacio;
C.2.7 Matraz Kitazato;

C.2.8 Cajas Petri desechables o de vidrio estériles de 50 x 90 mm;

C.2.9 Marcador indeleble o equivalente;

C.2.10 Pinzas de acero inoxidable;

C.2.11 Propipeta de 50 ml de capacidad;

C.2.12 Botellas de borosilicato con capacidad de 150 ml y tapa de rosca;

C.2.13 Pipetas seroldgicas de 1, 2, 5, 10 y 25 ml de capacidad, estériles y protegidas con tapon de
algodon;

C.2.14 Utensilios estériles como: cucharas, cucharones, picahielos, destapadores, abrelatas, entre otros;
C.2.15 Microscopio estereoscopico, 6ptico o equivalente;

C.2.16 Incubadora de aire, con circulacién mecénica, para operar a una temperatura de 35 + 2°C;
C.2.17 Contador mecéanico o manual de Tally;

C.2.18 Recipientes estériles para muestras (frascos, botellas, jarras, bolsas, otros);

C.2.19 Balanza granataria con sensibilidad de 0.1 g;

C.2.20 Porta asa y asa bacteriologica, y

C.2.21 Portaobjetos.

C.3 Reactivos y medios de cultivo.

C.3.1 Agar cuenta estandar.

Preparar de acuerdo con las instrucciones del fabricante o por ingredientes:

C.3.1.1 El pH final debe ser de 7.0 + 0.2 después de esterilizar a 121° C durante 15 minutos.
C.3.2 Agar ENDO LES.
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C.3.2.1 Composicion agar ENDO LES.

Ingredientes Cantidad (g)
Extracto de levadura 1,2
Casitona o tripticasa 3,7
Tiopeptona o tiotona 3,7

Triptosa 7,5
Lactosa 9,4
Fosfato acido de potasio - K;HPO, 3,3
Fosfato de potasio - KsPO4 1,0
Cloruro de sodio — NaCl 3,7
Desoxicolato de sodio 0,1
Lauril sulfato de sodio 0,05
Sulfito de sodio - Na,SO3 1,6
Fucsina basica 0,8
Agar 15,0

Agua grado reactivo 1000,0 ml

C.3.2.2 Preparacion.

Rehidratar el medio en un L de agua que contenga 20 ml de etanol no desnaturalizado al 95%, (lo cual
reduce el crecimiento y el tamafio de la colonia). Llevar hasta ebullicién para disolver el agar, retirar del calor y
enfriar a 45-50° C. No esterilizar en autoclave. El pH final debe ser 7,0 + 0,2. Distribuir en cantidades de 5a 7
ml en cajas de Petri de 60 mm de vidrio o plastico. Si se utilizan placas de otro tamafio, ajustar la cantidad de
medio. No exponer las placas a la luz directa del sol. Almacenar en la oscuridad de 4 a 8°C, preferiblemente
en bolsas de plastico selladas u otros recipientes para reducir la pérdida de humedad. Descartar el medio que
no se utilizé después de 2 semanas.

C.3.3 Medio ENDO.
C.3.3.1 Composicién medio ENDO.

Ingredientes Cantidad (g)
Triptosa o polipeptona 10,0
Tiopeptona o tiotona 5,0
Casitona o tripticasa 5,0
Extracto de levadura 15
Lactosa 12,5
Cloruro de sodio — NaCl 5,0
Fosfato acido dipotéasico - K;HPO, 4,375
Fosfato dihidrégeno potasico KH,PO, 1,375
Lauril sulfato de sodio 0,05
Desoxicolato de sodio 0,10
Sulfito de sodio - Na;SO3 2,1
Fuscina béasica 1,05
Agar (opcional) 15,0
Agua grado reactivo 1000,0 ml
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C.3.3.2 Rehidratar el medio en un L de agua que contenga 20 ml de etanol al 95 %. Calentar hasta
ebulliciéon para disolver el agar, retirar del calor y enfriar entre 45-50° C. Distribuir en cantidades de 5a 7 ml a
cajas de Petri desechables o de vidrio de 60 mm de diametro. No esterilizar en autoclave. El pH final debe ser
de 7.1-7.3.

C.3.3.3 Almacenar el medio (Caldo o Agar) en la oscuridad de 4 a 8° C y descarte cualquier caldo de
medio sin usar después de 96 h y el agar sin usar después de 2 semanas.

C.3.3.4 Medio liquido: 2 ml por placa, sin agar; se puede usar un cojinete absorbente si esta certificado,
libre de sulfito u otro agente tdxico a una concentracién que pueda inhibir el desarrollo bacteriano.

C.4 Procedimiento.

Generalmente, el enriqguecimiento del medio de cultivo puede mejorar la valoracion de la calidad del agua
para beber. Sin embargo, este paso puede eliminarse en el andlisis de rutina de este tipo de agua ya que
varios estudios mostraron que se obtienen resultados adecuados por la técnica simple de filtracion por
membrana en un solo paso. Sin embargo, se recomienda que, en lo posible, se verifiqguen todas las muestras
de agua que den resultados positivos.

C.4.1 Seleccién del tamafio de muestra.

El tamafio de muestra lo determina la densidad bacteriana, lo cual en muestras de agua para beber estara
limitado soélo por el grado de turbiedad o por el crecimiento de bacterias no coliformes sobre el medio. El
volumen de muestra sugerida para prueba de coliformes totales y coliformes fecales por esta técnica es de
100 ml.

C.4.2 Filtracién de la muestra.

Utilizando pinzas estériles, colocar una membrana estéril (cuadriculado hacia arriba) sobre el portafiltro
poroso. Cuidadosamente coloque el embudo sobre el receptaculo y asegurelo en su lugar. Filtre la muestra
bajo vacio parcial, con el filtro atn en su lugar, enjuague el embudo mediante la filtracion de tres porciones de
20 a 30 ml de solucion buffer estéril. Una vez complementado el enjuague final y que el proceso de filtracién
haya concluido, quitar el embudo e inmediatamente después retire la membrana con pinzas estériles y
coléquela sobre el medio selectivo con un movimiento circular a fin de evitar la entrada de aire. Meter un
control de 100 ml de solucidn buffer estéril cada 10 muestras para estudiar una posible contaminacion cruzada
o buffer contaminado. Incubar el control bajo las mismas condiciones de la muestra.

Usar unidades de filtracion estériles al principio de cada serie de filtraciones, como precaucion minima
para prevenir contaminacion accidental. Una serie de filtraciones se considera cuando hay un intervalo de
interrupcion de 30 minutos 0 mas entre cada filtracion de muestras. Después de tales interrupciones, tratar
cualquier muestra como una serie de filtracién y esterilizar toda la unidad de filtracion en uso. Descontaminar
este equipo entre filtraciones sucesivas, ya sea por medio de luz UV o esterilizando apropiadamente en
autoclave de acuerdo con las caracteristicas del equipo. No exponer la preparacion de cultivo con el filtro de
membrana al rango de radiacion UV que pueda salir de la cabina de esterilizacién. Se recomienda protegerse
los ojos, pueden usarse lentes de seguridad o de vidrio prescritos para la adecuada proteccion contra la luz
UV de la columna de esterilizacion. Limpie el tubo de UV regularmente y cheque periédicamente su
efectividad para asegurar que haya un 99,99% de muerte bacteriana en 2 minutos de exposicion.

C.4.3 Técnica de enriquecimiento,

Colocar un cojinete absorbente en una caja de Petri estéril y pipetear 1.8 a 2.0 ml de caldo lauril triptosa
para saturar el cojinete. Cuidadosamente remueva cualquier exceso de liquido del cojinete. Asépticamente
colocar sobre el cojinete una membrana a través de la cual se haya filtrado una muestra de agua, incubar la
membrana sin invertir la caja durante 15 a 20 h a 35 £+ 0.5° C en una atmésfera de 90% de humedad relativa.
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Si se usa el medio de agar base tipo ENDO, remover el enriguecimiento de la incubadora, separar la
membrana del cojinete con el enriquecimiento y colocar sobre la superficie del agar. La colocacion incorrecta
de la membrana a su vez se pone de manifiesto, porque partes de la membrana no se tifien, lo cual indica
entrada de aire. Donde suceda esto, cuidadosamente vuelva a colocar la membrana sobre la superficie de
agar. Si se usa medio liquido, colocar un cojinete estéril nuevo en el fondo de la caja y saturar con 1.8 a 2.0 ml
de medio M-ENDO; separar la membrana del cojinete con el enriquecimiento y colocar sobre la superficie del
M-ENDO, con las precauciones antes descritas. Descartar el cojinete de enriquecimiento utilizado.

A continuacion, con el medio ya sea agar o liquido (con cojinete), invertir las placas e incubar de 20 a 22 h
a35+0.5°C.

C.4.4 Técnica alternativa directa en paso simple,

Si se usa medio de agar base, colocar la membrana después de filtrar la muestra de agua, directamente
sobre el agar como se describié anteriormente en el inciso C.4.3, de esta Norma e incubar durante 24 £+ 2 h a
35+0.5°C.

Si se usa medio liquido, colocar un cojinete sobre la placa y saturar con 1,8 a 2,0 ml de medio M-ENDO.
Colocar la membrana después de filtrar la muestra de agua, directamente sobre el cojinete; invierta la caja e
incube durante 24 +2ha35+0.5°C.

C.4.5 Conteo: para determinar la cuenta de colonias sobre el filtro de membrana, usar un microscopio
binocular de diseccion de bajo poder (10 a 15 aumentos) u otro aparato Optico similar, con lampara
fluorescente de luz blanca perpendicular, tanto como sea posible al plano del filtro.

Las colonias tipicas de coliformes totales tienen color rojo oscuro con brillo metalico. El &rea brillante
puede variar de tamafio, con brillo en la parte superior de la colonia o hasta cubrir su superficie total, las
colonias atipicas de coliformes pueden ser rojo oscuro o nucleadas sin brillo. Las colonias que no tengan brillo
pueden ser rosas, rojas, blancas o incoloras y se consideran no coliformes. No existe correlacion entre la
cuenta de colonias (coliformes o no coliformes) sobre el medio tipo ENDO y el nimero total de bacterias
presentes en la muestra original. Sin embargo, una cuenta alta de bacterias no coliformes puede interferir con
el maximo desarrollo de coliformes. La refrigeracion de los cultivos (después de 22 h de incubacion) con alta
densidad de colonias no coliformes de 0,5 a 1 h antes de contar, puede prevenir la dispersion y puede ayudar
a discernir el brillo metalico. La incubacion anaerdbica a 35° C por 24 h de algunas muestras de agua
subterranea, pueden suprimir el desarrollo de colonias de no coliformes, pero debe ser cuidadosamente
evaluada para asegurar no perder la recuperacion de los coliformes.

Las muestras de agua tratada, efluente o residual, puede incluir bacterias estresadas que crecen
relativamente lento y producen un méximo brillo de 22 a 24 h. Los organismos de fuentes no tratadas pueden
producir brillo de las 16 a 18 h y el brillo puede, subsecuentemente, disminuir después de 24 a 30 h.

C.4.6 Verificacion de los coliformes,

Ocasionalmente, las colonias de no coliformes aparecen como colonias tipicas con brillo. Las colonias
atipicas (rojo oscuro, nucleadas sin brillo metdlico) ocasionalmente pueden ser coliformes. Es recomendable
verificar ambos tipos de colonias, mediante una prueba de fermentacion de lactosa o por el uso de
procedimientos alternativos, que involucren ambos una prueba rapida (4 h) o por reacciones bioguimicas
tipicas o un sistema multiprueba para especies.

C.4.6.1 Fermentacién de la lactosa,

Verificar colonias tipicas y atipicas incluidas en la cuenta directa; probar un minimo de cinco de tales
colonias, por transferencia del crecimiento de cada colonia en caldo lauril triptosa, incubar a 35 + 0.5° C
durante 48 h.

La formacién de gas en caldo lauril triptosa y su confirmacién en caldo lactosa con verde brillante dentro
de las 48 h verifica a la colonia probada como coliforme.
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C.4.6.2 Verificacién alternativa de coliformes,

Aplicar este procedimiento alternativo de verificaciéon de coliformes para colonias aisladas sobre el filtro de
membrana. Si no hay colonias aisladas o si la separacion entre las colonias es de menos de 2 mm, estriar el
crecimiento a medio M-ENDO para asegurar la pureza del cultivo y transferir al tubo de fermentacion.

C.4.6.2.1 Prueba rapida,

Una verificacién rapida de las colonias es la prueba de citocromo oxidasa y beta- galactosidasa (ONPG).
La reaccioén de los coliformes es de citocromo oxidasa negativa y ONPG positiva con 4 h de incubacion del
tubo de cultivo o procedimiento de microprueba.

C.4.6.2.2 Sistema multi-prueba comercial,

Verificar las colonias por estrias para su purificacion, seleccionar colonias perfectamente aisladas e
inocular dentro de un sistema multiprueba para enterobacterias que incluya reacciones de fermentacion de
lactosa, citocromo oxidasa y ONPG

C.5 Célculos
Calculo de la densidad de coliformes.

Hacer el conteo, usando filtros de membrana con 20 a 80 colonias de coliformes y no mas de 200 colonias
para cualquier tipo de colonia segun la siguiente ecuacion:

colonins de Coliformes totales  colonias de Coliformes contadas

: = = x 100
100 mi mil de muestra filtrados

C.5.1 Agua para consumo humano, considerando las especificaciones establecidas en la Norma Oficial
Mexicana citada en el inciso 3.4 Norma Oficial Mexicana (NOM-110-SSA1-1994) del Capitulo de Referencias
normativas de esta Norma.

Con agua de buena calidad, la presencia general de coliformes es minima. Por lo tanto, se deben contar
todas las colonias de coliformes (cajas con 20 a 80 colonias) y usar la férmula dada anteriormente para
obtener la densidad de coliformes.

Si existe un crecimiento confluente, que es un desarrollo que cubre el area de filtracion completa de la
membrana o una porcién y las colonias no estan bien distribuidas, reportar los resultados como "crecimiento
confluente con (sin) coliformes" y solicite un nuevo muestreo del mismo sitio. Si el nimero total de colonias
bacterianas, coliformes o no coliformes excede las 200 por membrana o si las colonias no son suficientemente
distinguibles una de la otra para asegurar el conteo, reporte los resultados como DNPC. La presencia de
coliformes en tales cultivos, se verifica mediante la colocacion del filtro de membrana completo dentro de un
tubo estéril con caldo bilis verde brillante. Como alternativa arrastre la superficie completa del cultivo de la
membrana con un asa estéril o con un hisopo de algodén estéril e inocule a un tubo de caldo lactosado y a
otro de caldo bilis verde brillante.

Si se produce gas de este cultivo dentro de las 48 £+ 3 h a 35 + 0.5° C, se concluye la presencia de
coliformes.

Se recomienda reportar "Crecimiento confluente" o "Demasiado humerosas para contar" con al menos una
colonia de coliformes detectable (verificada) como una muestra positiva de coliforme total. No se recomienda
reportar Unicamente "Crecimiento confluente" o "Demasiado numerosas para contar".

Cuando no se detectan coliformes, habiendo utilizado volimenes de muestra pequefios, se requiere una
nueva muestra y seleccionar volimenes mas apropiados para la filtraciéon por membrana. Normalmente se
requieren volimenes de 25, 50 o 100 ml para agua destinada al consumo humano.

Para reducir interferencia de sobrecrecimiento, en lugar de filtrar 100 ml, filtre porciones de 50 ml a través
de dos diferentes membranas, porciones de 25 ml a través de cuatro diferentes membranas, y asi
sucesivamente. La cuenta de Coliformes totales observadas sobre todas las membranas se sumay se reporta
el nimero total en 100 ml.
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APENDICE D INFORMATIVO

Parametros de riesgo y su evaluacion para los materiales que se utilizan en la fabricacion de equipos
para tratamiento doméstico de agua

D.1 Introduccién.

Los materiales utilizados para la fabricacion de los equipos de tratamiento de agua tipo domestico durante
su operacién pueden migrar o afiadir algun tipo de contaminante al agua que provoque dafios a la salud de los
usuarios.

D.2 Objetivo.

Este Apéndice Informativo, se emite con el objeto de establecer los parametros de riesgo, que pueden
evaluarse por un Laboratorio Tercero Autorizado, un acreditado por EMA o una institucion reconocida a nivel
nacional o internacional que cuente con un sistema de gestion de calidad 1ISO17025 (Requisitos generales
para la competencia de los laboratorios de ensayos y calibracion https://www.iso.org/obp/ui/#iso:std:iso-
iec:17025:ed-2:v1:es) o Norma Mexicana NMX-EC-17025-IMNC-2006, como parte de los requisitos para
obtener el CEB, descritos en el inciso 6.5, de esta Norma.

D.3 Parametros a evaluar a los materiales que se utilizan en la fabricacion de equipos de
tratamiento de agua, tipo doméstico.

Los materiales que estan en contacto con el agua para beber no deben contener niveles de contaminantes
extraibles que rebasen los limites permisibles establecidos en la Norma Oficial Mexicana citada en el inciso
3.6 (Modificacion a la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994) del Capitulo de Referencias normativas,
de esta Norma, como se muestra en la Tabla D.1 de este Apéndice.

TablaD.1
Resultado Limite
i Limite de
Analito . Antes defiltro Salida del filtro alas 24 | NOM-127-SSA1-1994
h. (mgl/L)

Aluminio 0,2
Arsénico 0,025
Bario 0,70
Benceno 0,010
Cadmio 0,005
Cobre 2.0
Cromo total 0.05
Etilbenzeno 0,3
Hierro 0,30
Manganeso 0,15
Mercurio 0.001
Niquel 0,07
Plata 0,05
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Resultado Limite
T Limite de
nalito L Salida del filtro alas 24 | NOM-127-SSA1-1994
deteccion Antes de filtro
h. (mg/L)
Plomo 0,01
Tolueno 0,7
Xileno 0,5
Zinc 5,0

D.4 Métodos de Andlisis.

Se realiza el estudio en base a la Norma NSF/ANSI 42, apartado 4.1, http://info.nsf.org/Certified/ DWTU/ y
a la Norma Brasil ABNT NBR 14908 (http://www.inmetro.gov.br/legislacao/rtac/pdf/RTAC001117.pdf)

D.4.1 Preparar un agua de prueba utilizando agua de abastecimiento publico ajustada a las
siguientes caracteristicas:

Solidos Disueltos Totales de 100 + 5 mg/L
Cloro Libre de 0.5 + 1.0 mg/L

pH de 6.75 £ 0.25

Temperatura de 23 + 2°C

D.4.1.1 Condiciones de ensayo.

El sistema y/o los componentes deberan ser instalados y acondicionados de acuerdo al manual de uso o
instructivo.

D.4.1.2 Se toma y preserva una muestra de 2 L del agua de la red ajustada de acuerdo al procedimiento
indicado en la Norma Oficial Mexicana citada en el inciso 3.9 (NOM-230-SSA1-2002) del Capitulo de
Referencias normativas de esta Norma.

D.4.1.3 Se procede a llenar el sistema y/o los componentes, purgando el aire del equipo abriendo la
véalvula final, hasta quedar completamente lleno, dejar en estancamiento durante un periodo de 24 h.

D.4.1.4 Pasadas las 24 h se toma una muestra de agua de 2 L después del filtro, conforme al
procedimiento indicado en la Norma Oficial Mexicana citada en el inciso 3.9 (NOM-230-SSA1-2002) del
Capitulo de Referencias normativas de esta Norma.

D.4.1.5 La muestra debera ser analizada por duplicado, esto sirve como estandar de control de la
medicion.

En caso de que en las dos muestras analizadas alguna de ellas rebase algun limite establecido en la
Norma Oficial Mexicana citada en el inciso 3.6 (Modificacién a la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-
1994) del Capitulo de Referencias normativas de esta Norma, se repetira el andlisis por duplicado para
confirmar los resultados y reportarlo en el informe.

D.4.2 Anélisis

El Andlisis debera ser realizado por un Tercero Autorizado que tenga acreditado practicar los métodos de
prueba para realizar las determinaciones de los parametros indicados en la Tabla D.1 de este Apéndice,
utilizando los métodos expresados en la Tabla D.2 de este Apéndice o0 algun otro método normalizado
validado por la autoridad sanitaria o por la EMA.
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Tabla D.2 Métodos de prueba para la determinacion de metales.

Analito Método
Aluminio NMX-AA-051-SCFI-2001
Arsénico NOM-117-SSA1-1994

Cadmio NOM-117-SSA1-1994

Cobre NOM-117-SSA1-1994

Cromo total NMX-AA-051-SCFI-2001

Hierro NOM-117-SSA1-1994

Manganeso NMX-AA-051-SCFI-2001
Mercurio NOM-117-SSA1-1994
Plomo NOM-117-SSA1-1994
Zinc NOM-117-SSA1-1994

Nota: Para la determinacion de los analitos, se pueden utilizar otros métodos analiticos siempre y cuando
estén aprobados por la COFEPRIS o por la EMA.

D.4.2.1 Criterios de aceptacion.

Los resultados de todas las muestras no deberan sobrepasar el limite establecido en la Norma Oficial
Mexicana citada en el inciso 3.6 (Modificacion a la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994) del
Capitulo de Referencias normativas de esta Norma, indicado para cada parametro en la Tabla D.1, de este
Apéndice.

D.4.2.2 Informe

El informe debe contener:

D.4.2.2.1 Objetivo;

D.4.2.2.2 Datos Generales del equipo evaluado incluyendo:
D.4.2.2.2.1 Nombre completo y No. de Modelo del equipo;

D.4.2.2.2.2 Nombre completo, No. de Modelo y de Serie de los Componentes que dan tratamiento al agua,
gue contiene el equipo, al practicarsele la prueba;

D.4.2.2.2.3 Procedimiento de Ensayo;
D.4.2.2.2.4 Metodologias utilizadas para analisis de Metales;
D.4.2.2.2.5 Tabla de resultados con los Limites de Deteccion y Cuantificacion de los métodos utilizados, y

D.4.2.2.2.6 Conclusion de cumplimiento con base en los limites establecidos en la Norma Oficial Mexicana
citada en el inciso 3.6. Modificacion a la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994 del Capitulo de
Referencias normativas de esta Norma.
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agua purificada por espectrometria de absorcién atémica.
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APENDICE E INFORMATIVO
Criterios para determinar la estabilidad de las sustancias germicidas.

Este Apéndice Informativo, se emite con el objeto de establecer los criterios que pueden efectuarse para
determinar la caducidad de las sustancias germicidas que se comercialicen en México.

E.1 Introduccién.

El objetivo de los estudios de estabilidad es proporcionar evidencia documentada de cémo los ingredientes
que conforman a las sustancias germicidas como productos desinfectantes de uso sanitario y doméstico, varia
con el tiempo, bajo la influencia de factores ambientales como: temperatura, humedad y luz. Los estudios
permiten establecer las condiciones de almacenamiento, periodos de reanalisis y vida (til.

Es responsabilidad del fabricante, como parte del desarrollo de un producto desinfectante practicar
estudios de estabilidad adecuados, considerando su formulacion y envase, que permitan obtener informacion
que demuestre la calidad del producto, durante el tiempo y bajo la influencia de las condiciones de
almacenamiento a que es sometido.

E.2 Factores que deben considerarse cuando se determina la vida Gtil de un producto germicida.

Los factores mas importantes que pueden influir en el grado y velocidad de deterioro de los productos
desinfectantes son:

E.2.1 Factores ambientales: tales como temperatura, humedad, luz y oxigeno.
E.2.2. Factores relativos al producto, que pueden incluir:

E.2.2.1 Propiedades fisicas y quimicas del principio activo;

E.2.2.2 Propiedades fisicas y quimicas de los componentes complementarios, y

E.2.2.3 Presencia de ciertas impurezas como por ejemplo, sales o metales que puedan formar
compuestos que afecten la calidad del producto.

E.2.3 Factores relativos a la formulacion y su composicion:

E.2.3.1 Proceso de fabricacion, incluyendo las condiciones ambientales, los procedimientos tecnolégicos y
otros, como personal capacitado y los equipos, y

E.2.3.2 Cambios de materias primas, incluyendo la pureza de éstas.

E. 2.4 Factores relativos al envase:

E. 2.4.1 El material del envase con el cual el producto desinfectante tiene contacto directo, y
E. 2.4.2 El tipo de tapa del envase debe ser el adecuado para los distintos tipos de productos.
E.3 Disefio y protocolo.

Antes de comenzar los estudios se debe recolectar y analizar informacién relativa a la estabilidad
intrinseca del o los principios activos y de acuerdo a esto sera el disefio y protocolo a elegir. Para obtener
resultados acordes a lo esperado, es importante elegir las condiciones adecuadas, dependiendo de cada
producto o formulacién para los respectivos estudios.

E.3.1 Tipos de estudios segun principio activo y/o tipo de formulacion:

E.3.1.1 Para el caso de productos desinfectantes, cuyos principios activos sean inestables como:
Hipoclorito de sodio o Acido Peracético, se deberan presentar estudios de estabilidad a tiempo real o de
estanteria, o en su defecto el estudio de estabilidad acelerado a 30°C por 6 semanas para avalar un periodo
de eficacia de 6 meses, que es el tiempo promedio de estabilidad de estos activos;

E.3.1.2 En el caso de Hipoclorito de sodio de uso directo, si se desea avalar un periodo de eficacia mayor
a éste, debe presentar el estudio de estabilidad correspondiente al periodo solicitado, y ademas los estudios
de eficacia del producto tanto al inicio como al final de dicho periodo. Lo anterior es para comprobar, que,
aunque la concentracién del principio activo estd fuera de rango de las especificaciones de producto
terminado, éste aln sigue siendo eficaz como desinfectante, y

E.3.1.3 Para productos desinfectantes que sean generados in situ, a partir de un precursor y activador,
como por ejemplo el diéxido de cloro, se debe presentar el estudio de estabilidad a tiempo real o de
estanteria, tanto del precursor como del activador.

En el caso que éste requiera ser almacenado, por periodos cortos de tiempo, como maximo un mes,
debera presentar los estudios de estabilidad a tiempo real o de estanteria del producto terminado y en su
envase de almacenamiento.
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E.3.2 Condiciones de almacenamiento:

A continuacion se detallan las condiciones de almacenamiento para avalar distintos periodos de eficacia,
segun las siguientes metodologias sefialadas en la Tabla E1 de la “Guia para la realizacion y presentacion de
estudios de estabilidad de productos desinfectantes de uso sanitario y doméstico”.

En caso de que el solicitante cuente con un estudio de estabilidad con otras condiciones de
almacenamiento, éste debe ser igualmente presentado y seran parte de la evaluacion del producto.

Tabla E.1 Metodologias de Estudio de Condiciones de Almacenamiento.

Estudio

Condicién de almacenamiento

Periodo de vigencia que se desea
avalar

Estabilidad a tiempo real o

de estanteria

25°C £ 2°C/ 60% + 5%

(temperatura ambiente)

6, 12, 18, 24, 36 6 48 meses

(Estanteria y acelerado)

Estudio de Estabilidad 40°C + 2°C por 2 semanas 6 meses
acelerado parcializado 35°C + 2°C por 3 semanas
(Metodologia CIPAC MT 46.3) 30°C +£ 2°C por 5 semanas
Estudio de estabilidad acelerado [ 45°C + 2°C por 3 semanas 12 meses
parcializado 40°C £ 2°C por 4 semanas
(Metodologia CIPAC MT 46.3) 35°C + 2°C por 6 semanas

30°C + 2°C por 9 semanas
Estudio de Estabilidad 45°C + 2°C por 5 semanas 18 meses
acelerado parcializado 40°C * 2°C por 6 semanas
(Metodologia CIPAC MT 46.3) 35°C + 2°C por 9 semanas

30°C + 2°C por 14 semanas
Estabilidad acelerada (Metodologia | 54°C + 2 °C por 14 dias 24 meses
CIPAC MT 46.3) 50°C + 2 °C por 4 semanas

45°C * 2 °C por 6 semanas

40°C £ 2 °C por 8 semanas

35°C £ 2 °C por 12 semanas

30°C + 2 °C por 18 semanas

0°C + 2 °C por 7 dias sélo para

formulaciones liquidas
Mixto o combinado: * 12 meses en estanteria: a 36 meses

25°C £ 2°C/ 60% + 5%

* Luego someter al producto a
un estudio acelerado, segin
condiciones sefialadas en

Estabilidad Acelerada.

Acelerado a tiempo

prolongado.

A cualquier temperatura
elegida, sefalada en Estabilidad
Acelerada (Metodologia CIPAC
MT 46.3), extendiendo el
tiempo de exposicion
(almacenamiento), segun el

periodo que desee avalar.

36 Mas de 24 meses, m

37 Maximo 48 meses
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E.3.3 Envases:

El material del envase utilizado en el estudio de estabilidad acelerado o a tiempo real, debe ser el mismo
con el que se comercializara el producto. Es recomendable realizar el estudio de estabilidad a tiempo real o de
estanteria en cada uno de los diferentes tipos de envases disponibles para un mismo producto. Cuando el
envase tenga un tamafio tal que imposibilite realizar el estudio acelerado (ejemplo: sacos de 5 kilos, bidon de
contenido superior a 5 L), sélo se permite el estudio de estabilidad a tiempo real, salvo que se utilice un
envase del mismo material y calidad al comercial, pero de menor escala, el cual tiene por Unico fin la
realizacion del estudio de estabilidad acelerado.

E.3.4 Eleccion del Lote:
El estudio de estabilidad debe ser realizado utilizando uno o mas lotes del producto que se desea registrar.
E.3.5 Especificaciones y parametros a evaluar:

Los parametros a evaluar deben corresponder a aquellos declarados en las especificaciones de calidad de
producto terminado.

Se deben considerar:

E.3.5.1 Parametros quimicos como: cuantificacion del o los principios activos, es decir, resultado numérico
del andlisis, y

E.3.5.2 Parametros fisicos tales como color, olor, forma (cuando corresponda), densidad, pH, viscosidad,
tamafio de particula, entre otros, dependiendo del tipo de formulacién.

E.3.6 Metodologia analitica:

Se deben utilizar métodos Normalizados por un Tercero Autorizado por la COFEPRIS, por un laboratorio
acreditado por EMA o institucién publica o privada reconocida a nivel nacional o internacional mediante un
sistema de gestion de calidad ISO 17025 Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de
ensayos y calibracion (https://www.iso.org/obp/uif#iso:std:iso-iec:17025:ed-2:v1:es) o Norma Mexicana NMX-
EC-17025-IMNC-2006 2006 Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y de
calibracién (http://integra.cimav.edu.mx/intranet/data/files/calidad/documentos/externos/NMX-EC-17025-
IMNC-2006.pdf) de buenas préacticas de laboratorio.

E.4 Desarrollo del estudio de estabilidad.

El estudio debe disefiarse de manera tal que de él se obtenga la informacién necesaria, para conocer el
periodo de vigencia del producto.

En el estudio de estabilidad puede incluir los siguientes antecedentes:
E.4.1 Laboratorio que realiza el estudio:

E.4.1.1 Nombre del Laboratorio;

E.4.1.2 Fecha recepcién de la muestra;

E.4.1.3 Fecha de inicio del estudio de estabilidad,;

E.4.1.4 Fecha de término del estudio de estabilidad, y

E.4.1.5 Nombre y firma del responsable a cargo.

E.4.2 Identificacion del Producto:

E.4.2.1 Nombre comercial en la solicitud de registro,

E.4.2.2 Identificacion de la férmula presentada o al menos el principio activo y su concentracion, y
E.4.2.3 Tipo de formulacién.

E.4.3 Antecedentes de los lotes:

E.4.3.1 Lugar de fabricacion;

E.4.3.2 Fecha de fabricacion;

E.4.3.3 Numero de Lote, y

E.4.3.4 Material de envase.

E.4.4 Condiciones del estudio:

E.4.4.1 Tipo de estudio (a tiempo real o acelerado);

E.4.4.2 Tiempo y margen de tolerancia;

E.4.4.3 Temperatura y margen de tolerancia;
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E.4.4.4 Humedad y margen de tolerancia (dependiendo de las condiciones de almacenamiento utilizadas
en cada tipo de estudio);

E.4.4.5 Luz (dependiendo de las condiciones de almacenamiento utilizadas en cada tipo de estudio);
E.4.4.6 Método analitico utilizado;

E.4.4.7 Resultados en Tabla, indicando la valoracion del o los activos de forma numérica, y

E.4.4.8 Conclusion y periodo de eficacia propuesto, el cual debe ser acorde a los resultados.

E.4.5 Caracteristicas a evaluar:

E.4.5.1 Fisicas: Aspecto tales como color, olor, forma, densidad, pH, viscosidad, tamafio de particula,
entre otros, cuando correspondan.

E.4.5.2 Quimicas: Valoracion o cuantificacion del o los principios activos.

E.4.5.3 Envase: Se debe realizar un analisis visual del envase, de acuerdo a las caracteristicas de éste,
como son color, forma, dureza, etc.

E.4.6 Frecuencia de Analisis:

La frecuencia de muestreo y analisis debe permitir establecer el comportamiento de la estabilidad durante
el periodo de eficacia propuesto.

E.4.6.1 Para un estudio de estabilidad a tiempo real, es suficiente una frecuencia de muestreo y andlisis a
los 0, 3, 6 y 12 meses durante el primer afio, cada 6 meses durante el segundo afio y una vez al afio, a partir
del tercer afio.

E.4.6.2 Para un estudio de estabilidad acelerado, es aceptable un minimo de 3 meses, incluidos los
efectuados a tiempo inicial, final y por lo menos una evaluacion intermedia, a excepcion de la condicion de
almacenamiento acelerado a 54°C por 14 dias, en que se aceptard las determinaciones inicial y final del
estudio.

E.5 Interpretacion de resultados.
Los resultados obtenidos de los andlisis realizados a los productos deben ser:
E.5.1 Andlisis fisicos:

Estos deben cumplir los pardmetros sefialados, segun lo declarado por el solicitante; por ejemplo: el
aspecto de un producto debe mantener sus caracteristicas originales como color, olor o forma hasta el final
del periodo de prueba, de lo contrario, si el producto pierde sus propiedades originales, este no cumplird con
este parametro, afectando la calidad del producto. La pérdida de propiedades fisicas como cambios en el
color, olor, forma o turbidez de un producto pueden ser indicadores de descomposicion del producto.

E.5.2 Analisis quimicos:

Estos deben cumplir los pardmetros sefialados, segun lo declarado por el solicitante. Las valoraciones del
activo o activos, deben encontrarse dentro de un rango de + 10% del valor tedrico declarado, a excepcion de
que se haya declarado, otro rango de aceptacion, el cual no debe superar a un 20% del valor tedrico. Si los
resultados de dichas valoraciones se escapan de los rangos establecidos, igualmente deben ser informados,
para poder establecer el momento en que el producto comienza a ser inestable y/o a perder sus propiedades
quimicas.

E.5.3 Analisis del envase:

Estos deben cumplir los pardmetros, segun lo declarado por el solicitante; ya que la pérdida de
propiedades como por ejemplo, dureza del material o fatiga de éste o de las tapas, influira en la calidad del
producto e incluso puede causar la descomposicion de éste, o el derrame del producto, para el caso de los
liquidos.

De los tres incisos anteriores, se puede concluir sobre la estabilidad del producto y por tanto del periodo
de eficacia de éste.

Si alguno de estos incisos no cumple, quiere decir que tal vez no se eligieron las condiciones adecuadas
para el estudio, o que el material del envase o las tapas de éste no son adecuadas para el tipo de producto, o
simplemente que el producto es inestable y no puede ser sometido a altas temperaturas, en el caso de
estudios acelerados. Por ello es importante como se sefiald en inciso E.3 (Disefio y protocolo) de esta Norma,
elegir las condiciones adecuadas para el estudio, dependiendo de la naturaleza de cada producto.

E.6 Bibliografia
Ministerio de Salud, Instituto de Salud Publica de Chile, “Guia para la realizacion y presentacion de
estudios de estabilidad de productos desinfectantes de uso sanitario y doméstico” Disponible en

http://www.ispch.cl/sites/default/files/documento_tecnico/2018/05/Guia%20Estabilidad%20de%20productos%2
ODesinfectantes%20v.1.pdf
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APENDICE F INFORMATIVO
Método para la determinacién de colifagos.
F.1 Introduccién.

Mas de 140 virus patdgenos pueden ser transmitidos al hombre a través del agua. Estos son los virus
entéricos eliminados a través de las heces de personas infectadas. Los mas comunes son los virus causantes
de gastroenteritis y el virus de la hepatitis. Algunos de estos virus (rotavirus, virus Norwalk) no generan
memoria inmune por lo que la infeccidn puede repetirse varias veces a lo largo de la vida.

F.1.1 Se han propuesto dos tipos de fagos: colifagos soméaticos y colifagos F especificos. Los argumentos
gue validan la propuesta son:

F.1.1.1 Los fagos se encuentran abundantemente en agua residual y agua contaminada;
F.1.1.2 Las poblaciones de colifagos son mucho mas grandes que las de los enterovirus;
F.1.1.3 Los colifagos son incapaces de replicarse fuera del huésped bacteriano;

F.1.1.4 Los colifagos se pueden aislar y contar usando métodos sencillos;

F.1.1.5 Se obtienen resultados mas rapidos cuando se analizan los colifagos que cuando se trabaja con
enterovirus, y

F.1.1.6 Ciertos colifagos son tan resistentes como los enterovirus a los procesos de desinfeccion.

F.1.2 La Organizacion Mundial de la Salud 2014 [WHO International Scheme to Evaluate Household Water
Treatment Technologies. Harmonized Testing Protocol: Technology Non-Specific. Geneva, Switzerland,
http://www.who.int/household_water/scheme/HarmonizedTestProtocol.pdf], propone dos métodos de
determinacion de colifagos, sin que sea limitativo, para la evaluacion del desempefio de equipos o sustancias
que eliminan virus:

F.1.2.1 Método descrito en el Anexo A, Seccion A.8.2.2 of NSF/ANSI 55: Ultraviolet Microbiological Water
Treatment  Systems  (2012)  http://www.nsf.org/newsroom/nsf-ansi-55-ultraviolet-microbiological-water-
treatment-systems; 6

F.1.2.2 Método NEN-EN-ISO 10705-1 (Detection and enumeration of bacteriophages Part 2: Enumeration
of somatic coliphages). https://www.iso.org/obp/ui/#iso:std:is0:10705:-1:ed-1:v1:en

F.1.3 Los andlisis se realizaran por triplicado; la media geométrica y la desviacion estandar para cada tipo
agua, los cuales deben ser reportados.

F.1.4 Las muestras seran procesadas dentro de las primeras ocho h, después de la colecta.

F.1.5 El volumen de muestra colectado debera ser el suficiente para su procesamiento por triplicado y
retener un volumen de 12 ml.

F.2 Resumen.

Los colifagos MS-2 y Escherichia coli son usados como surrogados, para determinar el desempefio de
sistemas para tratamiento de agua a nivel intradomiciliario, en la eliminacién o inactivacién de virus. Se
describe uno de los métodos més utilizados para la preparacién de la suspension, titulacion y andlisis de
organismos de reto.

Uno de los métodos mas utilizados, confiables y sencillos es el que se describe a continuacion, publicado
en el Anexo A, Seccion A.8.2.2 del NSF/ANSI 55: Ultraviolet Microbiological Water Treatment Systems (2012).
http://www.nsf.org/newsroom/nsf-ansi-55-ultraviolet-microbiological-water-treatment-systems

F.3 Equipo.

F.3.1 Autoclave;

F.3.2 Incubadora, 35 + 1°C;
F.3.3 Refrigerador, 5 + 3°C;
F.3.4 Bafio de agua 50 = 1°C;
F.3.5 Congelador;

F.3.6 Horno de microondas;
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F.3.7 Vortex;

F.3.8 Espectrofotometro UV-Visible;
F.3.9 pH metro;

F.3.10 Hematocitometro;

F.3.11 Contador de colonias, y
F.3.12 Centrifuga

F.4 Microorganismos.

Es deseable que las cepas para prueba se obtengan de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC,
por sus siglas en inglés), 19301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852-1776.

Colifagos MS-2.- Coliphage (ATCC # 15597-Bl); y Escherichia coli cepa hospedera (ATCC # 15597).
F.5 Material.

F.5.1 Cajas Petri estériles, 20x60 mm y 15x100 mm;

F.5.2 Pipetas estériles, 1 mly 10 ml;

F.5.3 Tubos de centrifuga estériles, 10 mly 50 ml;

F.5.4 Botellas de tapon de rosca estériles para muestra, 125 ml;
F.5.5 Tubos de ensaye estériles, 16x125 mm;

F.5.6 Asas estériles para inoculacion;

F.5.7 Equipos para filtraciébn por membrana, estériles;

F.5.8 Membranas filtrantes de policarbonato estériles de 0.22 pm;
F.5.9 Filtro Whatman # 1;

F.5.10 Kit para determinacién de cloro, y

F.5.11 Envase estéril de polipropileno desechable.

F.6 Reactivos.

F.6.1 Agua buffer estéril de dilucién.

F.6.1.1 Solucién concentrada del buffer de fosfato.

Disolver 34 g de KH>PO4 en 500 ml de agua destilada. Ajustar el pH de la solucién concentrada a 7.2 con
NaOH 1 N.

F.6.1.2 Solucion de cloruro de magnesio.
Disolver 38 g de cloruro de magnesio (MgCl,) en 1 L de agua destilada.
F.6.1.3 Preparacion del agua de dilucion buffer estéril.

Agregar 1,25 ml de solucion concentrada del buffer de fosfato y 5 ml de la solucion de cloruro de magnesio
y diluir a 1 L con agua destilada.

F.6.2 Buffer de fosfato salino (PBS).

F.6.2.1 Preparar una solucidon concentrada, disolviendo 80 g de NaCl, 2 g de KH;PO4, 24 g de
Na;HPO4-12H,0 y 2 g de KCI, en un volumen final de 1 L.

F.6.2.2 Preparar una solucién de trabajo, diluyendo 1 volumen de solucién concentrada por 9 voliumenes
de agua. Ajustar el pH a 7.4 unidades de pH con HCI 0.1 N o NaOH 0.1 N, antes de su uso.

F.6.3 Acido etilendiaminotretracético (EDTA).

F.6.4 Lisozima, Boehringer Mannheim, #1 243004. Conservar en refrigeracion entre 2y 8 °C.
F.7 Medios de cultivo.

F.7.1 Medios de cultivos comerciales.

Preparar de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Deberd monitorearse la calidad del medio de
crecimiento examinando la promocién de crecimiento y esterilidad antes de su uso.
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F.7.2 Medio ATCC #271 para Escherichia coli.
F.7.2.1 Solucién A

F.7.2.1.1 Triptona 109
F.7.2.1.2 Extracto de levadura 10g
F.7.2.1.3 Cloruro de sodio 8.0g
F.7.2.1.4 Cloruro de sodio 059
F.7.2.1.5 Agar (si se requiere) 15¢
F.7.2.1.6 Agua desionizada 950 ml

F.7.2.2 Esterilizar en autoclave a 121°C.

Asépticamente agregar lo siguiente:

Solucion B

F.7.2.2.1 Glucosa 10g¢g
F.7.2.2.2 Cloruro de calcio 0.294 g
F.7.2.2.3 Tiamina 10.0 mg
F.7.2.2.4 Agua desionizada 50 ml

F.7.3 Esterilizar mediante filtracion y agregar asépticamente al medio estéril.
F.7.3.1 TSB (caldo soya triptona).

F.7.3.1.1 Triptona 1749
F.7.3.1.2 Soytona 0.3g
F.7.3.1.3 Dextrosa 0.25¢
F.7.3.1.4 Cloruro de sodio 05¢g
F.7.3.1.5 Fosfato dipotésico 0.25¢
F.7.3.1.6 Agua desionizada 100 ml
F.7.3.1.7 pH 7.3x0.2

Disolver por ebullicién, ajustar el pH al final y distribuir alicuotas de 8 ml en tubos de ensaye de 16 x 150
mm. Esterilizar en autoclave a 121°C + 1°C a 15 psi por 20 minutos. Almacenar el caldo fioa 5 + 3°C.

F.7.4 TSA 1.5% (Agar soya triptona).

F.7.4.1 Triptona 759
F.7.4.2 Soytona 25¢g
F.7.4.3 Cloruro de sodio 759
F.7.4.4 Bacto-agar 759
F.7.4.5 Agua desionizada 500 ml
F.7.4.6 pH 7.3%+0.2

Disolver mediante ebullicion, ajustar el pH y esterilizar en autoclave a 121°C + 1°C a 15 psi por 20
minutos. Verter el medio temperado en cajas Petri estériles. Almacenar las placas de agar a 5 + 3°C. Antes de
usar, temperar las placas a temperatura ambiente.

F.7.5 TSA 1% agar para cubrir fagos.

F.7.5.1 Triptona 759
F.7.5.2 Soytona 25¢g
F.7.5.3 Cloruro de sodio 759

F.7.5.4 Agar 59
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F.7.5.5 Agua desionizada 500 ml
F.7.5.6 pH 7.3+0.2

Disolver mediante ebullicion, ajustar el pH y esterilizar en autoclave a 121°C + 1°C a 15 psi por 20
minutos. Almacenar el agar a 5 + 3 °C. El dia de la prueba, licuar y colocar en el bafio de agua a 45 + 1°C. Es
muy importante conservar el agar para cubrir los Colifagos MS-2 a esta temperatura para evitar la
solidificacién del agar.

F.8 Cultivo de los organismos de reto.
F.8.1 Propagacion de Colifagos MS-2 y de Escherichia coli.

Esta seccion describe los métodos de propagacion y cosecha para las suspensiones concentradas de
Colifagos MS-2 para su uso como reto.

F.8.1.1 Propagacion de la cepa de Escherichia coli ATCC 15597.
F.8.1.1.1 Cepa liofilizada.
F.8.1.1.2 Abrir el vial de acuerdo con las instrucciones incluidas en el paquete.

F.8.1.1.3 Usando un tubo de caldo #271 (5 a 6 ml), retirar aproximadamente 0.5 a 1.0 ml con una pipeta.
Rehidratar el pellet.

F.8.1.1.4 Asépticamente, transferir este pellet rehidratado en el tubo de caldo. Mezclar perfectamente.

F.8.1.1.5 Usar algunas gotas de la suspension para inocular un tubo con medio sélido #271 inclinado y/o
en placa.

F.8.1.1.6 Incubar los tubos y placas a 37°C por 24 horas.

F.8.1.1.7 Las colonias de E. coli en placas de medio #271, son circulares, enteras, brillantes, poco
convexas, crema y translicidas. Esta cepa crecerd en cualquier medio estandar. El medio descrito es el
recomendado para la propagacion de fagos. La temperatura de conservacion criogénicamente congelada es
de 80°C y de 2°C a 8°C si esté liofilizada.

F.8.1.1.8 Si la cepa se adquirid en micro-crioviales de glicerol congelado, no es necesario rehidratar.

F.8.1.1.9 Descongelar en bafio de agua a 25-30°C con agitacién suave; en aproximadamente 3 minutos se
habran fundido los cristales de hielo.

F.8.1.1.10 Inmediatamente después de la descongelacion, limpiar el microvial con etanol al 70% y
asépticamente transferir el contenido completo a un tubo de 5-6 ml de caldo #271 o directamente inocular en
placa o tubo inclinado conteniendo medio sélido #271.

F.8.1.1.11 Desechar el microvial vacio. No congelar las porciones que no se hayan utilizado, ya que la
cepa perderia viabilidad.

F.8.1.1.12 Incubar a 37°C por 24 h.

F.8.1.1.13 Los microviales congelados en hielo seco, deben descongelarse inmediatamente antes de su
uso o almacenar < 70°C hasta la fecha de caducidad impresa en la etiqueta. El almacenamiento de corto
plazo a -20°C es aceptable hasta por 3 meses.

F.8.1.2 Preparacion de la suspension de Colifagos MS-2.
F.8.1.2.1 Usar ATCC® 15597™ Escherichia coli cepa C3000 como bacteria hospedera.
F.8.1.2.2 Para recuperar los fagos liofilizados o congelados del vial:

F.8.1.2.2.1 En medio liquido, preparar un cultivo en crecimiento activo de la bacteria hospedera antes de
abrir el microvial con los fagos. El cultivo sera de 6 h de edad. Evitar hacer pases repetidos del hospedero;

F.8.1.2.2.2 Agregar aproximadamente 1.0 ml del caldo #271 a un vial de fagos liofilizados, o 0.5 ml a un
criovial liquido;

F.8.1.2.2.3 Precalentar las cajas del medio sélido #271 en una incubadora. Cubrir la superficie con 2.5 ml
de agar al 0.5% licuado (el mismo medio), el cual contiene una gota del cultivo de 6 h de la bacteria
hospedera. Se mantendra el agar suave entre 43°C y 45°C listo para verter. Puede ser conveniente usar un
bafio de agua. Permitir que solidifique, y
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F.8.1.2.2.4 Los fagos rehidratados pueden ser diluidos serialmente, pasando 0.5 ml de los fagos en tubos
con 4.5 ml de medio #271 liquido. Repetir tantas veces como sea necesario.

F.8.2 Preparacion de la suspensién concentrada de colifagos.

F.8.2.1 Un dia antes de preparar la suspensién concentrada de Colifagos MS-2, descongelar la cepa
hospedera de E. coli criogénicamente congelada (e inocular un tubo de TSB con 0.1 ml de la suspension de
Colifagos preparada en el inciso F.8.1.2, de esta Norma. Incubar a 35 + 1°C por 18 £ 2 h.

F.8.2.2 El dia de la preparacion de la suspension concentrada de Colifagos MS-2, licuar el TSA 1% y
temperar el medio a 45 + 1°C en bafio de agua. Las cajas de TSA 1.5% también deberan estar a temperatura
ambiente.

F.8.2.3 Hacer diluciones seriadas de la suspensién concentrada de Colifagos MS-2 (10'l a 10‘12) usando
PBS estéril. Inocular por triplicado, cajas de TSA 1.5% con diluciones 10°a 10" En un tubo estéril transferir 1
ml de Colifagos MS-2 diluidos, inmediatamente agregar 0.1 ml de la bacteria hospedera E. coliy 5 ml de TSA
1%. Homogenizar en el Vortex y verter. Mezclar para distribuir el in6culo uniformemente en la caja. Una vez
que la capa del TSA 1% ha solidificado, invertir las placas e incubar a 35 + 1°C por 18 £ 2 h.

F.8.2.4 Seleccionar las placas que presenten lisis completa de las células hospederas de los Colifagos.
Inunde la superficie de cada caja con 3 ml de TSB vy retirar cuidadosamente la capa de TSA 1% usando un
instrumento adecuado para raspar las células. Verter el contenido en dos tubos estériles de 50 ml para
centrifuga y llevar a un volumen total de 40 ml con TSB. Agregar 0.2 g de EDTA y 0.026 g de lisozima a cada
tubo. Incubar a temperatura ambiente por 2 h, mezclando cada 15 minutos

F.8.2.5 Después de las dos h de incubacién, centrifugar los tubos a 9280 xg por 5 minutos, o a 2320 xg
por 20 minutos; a 20 + 1°C. Remover el sobrenadante resultante evitando el pellet. Asépticamente, armar el
equipo de filtracion en membrana, ensamblando la membrana de policarbonato estéril. Pre-tratar el filtro con
10 ml de caldo TSB justo antes de la filtracion para minimizar la adsorcién de Colifagos MS-2 al filtro. Filtrar el
sobrenadante.

F.8.2. 6 Para periodos de almacenamiento superiores a 28 dias, agregar 1/10 de volumen de glicerol
estéril a la suspension, distribuir en crioviales alicuotas de 1 mly 3 ml.

F.8.2.7 Titular la suspensién de Colifagos MS-2 como se describe en el inciso 8.3. La concentracion de
colifagos debera ser de 10*° a 10* UFP/m.

F.8.2.8 Los fagos se conservan a -80°C en congelacién o entre 2 y 8°C si estan liofilizados.
F.8.3 Enumeracion de placas de MS-2-

F.8.3.1 Descongelar la cepa hospedera de E. coli criogénicamente congelada e inocular un tubo de TSB
con 0.1 ml de la suspensién concentrada. Incubar a 35 + 1°C por 18 + 2 h.

F.8.3.2 Licuar el TSA 1% y temperar el medio a 45 + 1°C en bafio de agua. Las cajas de TSA 1.5%
también deberan estar a temperatura ambiente.

F.8.3.3 Hacer diluciones seriadas de la suspension concentrada de Colifagos MS-2 (lO'l a 10'12) usando
PBS estéril. Inocular por triplicado, cajas de TSA 1.5% con diluciones 107 a 10™. En un tubo estéril transferir 1
ml de Colifagos MS-2 diluidos, inmediatamente agregar 0.1 ml de la bacteria hospedera E. coliy -5 m de TSA
1%. Homogenizar en el Vortex y verter. Mezclar para distribuir el in6culo uniformemente en la caja. Una vez
gue la capa del TSA 1% ha solidificado, invertir las placas e incubar a 35 + 1°C por 18 + 2 h.

F.8.3.4 Después de la incubacion, cuantificar distintas cajas que contengan entre 25 y 250 UFP, usando
un contador de colonias. Calcular el titulo de la suspension de Colifagos MS-2 multiplicando el nimero de
UFP obtenidos por el inverso del factor de dilucién. Expresar los resultados como el nimero de UFP/ml. La
concentracion de colifagos debera ser de 10 a 10" UFP/m.

F.9 Analisis de las muestras del influente y efluente.

F.9.1 Hacer diluciones seriadas de las muestras del influente y efluente (100 a 105) usando PBS estéril.
Inocular por duplicado, las diluciones en cajas de TSA 1.5% y agregar inmediatamente 0.1 ml de la cepa de
E. coli hospedera y 5 ml de agar TSA 1% fundido. Homogenizar y verter. Mezclar para distribuir el indculo
uniformemente en la caja. Una vez que la capa del TSA 1% ha solidificado, invertir las placas e incubar a 35 +
1°C por 18 £ 2 h.
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F.9.2 Después de la incubacion, cuantificar distintas cajas que contengan entre 25 y 250 UFP, usando un
contador de colonias. Calcular el titulo de Colifagos MS-2, multiplicando el nUmero de UFP obtenidos por el
inverso del factor de dilucién. Expresar los resultados como el nimero de UFP/ml.

F.10 Otros detalles de la prueba.
F.10.1 Control no tratado.

El agua microbiolégicamente inoculada que va a ser utilizada como la concentracién de reto antes del
tratamiento/influente, servird también como el control no tratado.

F.10.2 Muestra blanco.

Antes de iniciar la prueba, el producto serd probado con agua general de prueba sin inéculo, para verificar
que el producto llegé al laboratorio libre de los organismos de reto. Para productos quimicos, se adicionara el
volumen apropiado para el tratamiento y muestreado para los organismos de reto. Asegurar siempre que se
obtendra el volumen de muestra necesario para el analisis de microorganismos.

E.10.3 Aseguramiento y control de calidad.

Los laboratorios de prueba se apegaran a los requerimientos de sus procedimientos de aseguramiento y
control de calidad y deberdn ser capaces de proporcionar la documentacion de soporte, la cual incluira al
menos: verificacion de la calidad de los stocks de organismos, instrumentos de calibracion, controles
ambientales durante el desarrollo de la prueba, entre otros.

E.10.4 Producto residual.

Para productos que emplean un desinfectante, debera verificarse la neutralizacion del residual para las
aguas de prueba. El control no tratado se destinara a aspectos de toxicidad del neutralizante. Los métodos de
neutralizacion mas frecuentemente utilizados son los siguientes:

Tabla F.1
Desinfectante Neutralizante del residual
Cloro y sus compuestos Tiosulfato de sodio
lodo Tiosulfato de sodio
Plata Tiosulfato de sodio y tioglicolato de sodio
Cobre Tiosulfato de sodio y tioglicolato de sodio con adicion de
lecitina y Tween

F.11 Precauciones y seguridad.

F.11.1 La manipulacion de muestras esterilizadas y equipo deben ser manipuladas con guantes
protectores del calor antes de ser retiradas de la autoclave.

F.11.2 Los viales de cultivos criogénicos, se manipulan con guantes crioprotectores.

F.11.3 Todas las muestras microbioldgicas, asi como los materiales contaminados durante el ensayo, se
esterilizan en autoclave a 121 + 1°C a 15 psi por un tiempo minimo de 20 minutos, antes de ser desechados.
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APENDICE G INFORMATIVO

Montaje para la evaluacion de equipos intradomiciliares o0 domésticos en la remocién de arsénico en agua
para uso y consumo humano.

G.1. Introduccioén.

El arsénico es un metaloide que ocupa el lugar nimero 20 en abundancia en la corteza terrestre, en el
lugar 14 en el agua de mar y en el lugar 12 en el cuerpo humano, incluso forma parte de la constituciéon de
mas de 245 minerales [Arsenic round the world: a review. Talanta, 58:201-235.Mandal & Suzuki®, 2002].

Si bien se encuentra en concentraciones traza en varios tipos de suelos, acumulado en forma natural, las
actividades antropogénicas, como el uso de plaguicidas y principalmente la extracciéon y explotacion de
minerales, han acelerado su acumulaciéon en el ambiente. Por su naturaleza geolégica, nuestro pais esta
considerado dentro de las 17 zonas en el mundo que presentan contaminacién del agua por este metaloide
[Arsenic-contaminated soils: I. risk assessment. Brandstetter®® et al, 2000].

La presencia de arsénico disuelto en Agua para consumo humano ha cobrado importancia mundial,
principalmente por sus efectos cancerigenos; esto ha originado la promulgacion por parte de la EPA y de
OMS de nuevos niveles permisibles [Arsenical removal from water / wastewater using adsorbents — A critical
review. Journal of Hazardous Materials, Mohan & Pittman®,2007].

Los seres humanos estan expuestos al arsénico por el aire, por los alimentos y principalmente por el agua.
La presencia de arsénico inorganico en cuerpos de agua con fines de consumo humano, cuya concentracion
natural varia de 0.5 a mas de 5000 g L™, fue identificada como el principal riesgo a la salud. Debido a la
toxicidad de este metaloide y los problemas de salud que genera, la concentracion méaxima permisible en
Agua para consumo humano es de 10 ug L™ [Technologies and costs for removal of arsenic from Drinking
Water, USA, Environmetal Protection Agency‘s), Dic. 2000].

G.2. Objetivo.

Determinar si el equipo cumple, en complemento a la remocién de microorganismos patdégenos, con la
remocion de arsénico en agua, a la concentracién maxima indicada por el fabricante bajo las condiciones de
operacion previamente descritas en el manual o instructivo del equipo.

G.3. Fundamento.

El arsénico en agua se presenta en diferentes especies que dependen de las propiedades quimicas del
medio, pudiendo existir con nimeros de oxidacion de -3, 0, +3, y +5 [A review of the source, behavior and
distribution of arsenic in natural waters. Applied Geochemistry Smedleym, P. L.; Kinniburgh, D. G. (2002). En
agua a pH’s naturales se encuentra generalmente en forma inorganica como arsenito (As+3) y/o arsenato
(As+5). El As* es un acido fuerte, forma complejos preferentemente con 6xidos y con el nitrégeno y es 25 a 60
veces mas téxico que el arsenato. Por el contrario, el As*™® se comporta como un acido débil, formando
complejos con sulfuros [Environmental Inorganic Chemistry: Properties, Processes and Estimation Methods.
Ed. Pergamon Press, Estados Unidos, Bodek", I.; Lyman, W.J.; Reechl, W.F.; Rosenblalt, D.H. (1998)].

Las especies de arsenato predominan y son estables en ambientes aerobios ricos en oxigeno tales como
las aguas superficiales, mientras que las especies de arsenito predominan en ambientes moderadamente
reductores anaerobios tales como las aguas subterraneas [Tesis de maestria “Remision de arsénico en agua
por electrocoagulacion”. UNAM 2010. Garcia Espinosa J. E“"]. Por lo que es importante determinar que las
tecnologias a pequefia escala tipo intradomiciliarias y/o doméstico traten agua previamente aireada o de
origen superficial.

G.4. Metodologia.

El montaje para la evaluacion dependera del modo de operacién de los equipos o sustancias a evaluar.
Pero la idea central es hacer pasar durante todo el tiempo de prueba la misma concentracion de arsénico
maximo que el equipo establece que elimina, con lo que podra acotarse con mayor precision y confiabilidad el
volumen maximo de vida util de los equipos. Partiendo de que la mayoria de los equipos comerciales son
probados con agua de la red, sin la presencia de los diferentes parametros de las aguas naturales promedio a
nivel nacional y que influyen en la eficiencia en la remocién del (de los) parametro (s) de interés, por lo que la
eficiencia real de volumen de agua tratada debe ser menor a la que realmente las empresas reportan.
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G.4.1 Agua problema.

Para el desarrollo deberan probarse dos tipos de agua. En el caso del agua tipo | y mediante disoluciones
de NazHAsO47H,O la concentracién de arsénico As™ sera ajustada en aproximadamente 100 ug L  en el
agua problema, esta concentracion de arsénico se ubica en el limite inferior dentro de los valores reportados
frecuentemente en las zonas del pais con problemas de arsénico en fuentes de abastecimiento para agua
potable [Parga et al, 2003].

Para el tipo de agua Il debera ser preparada adicionando los parametros mas comunes que afectan la
eficiencia de los sistemas convencionales de remocion de arsénico (Tabla G.1, de esta Norma), partiendo de
lo que las autoridades sanitarias consideren como prioritarios con base a los monitoreos nacionales de calidad
del agua.

Tabla G.1.

Concentraciones maximas de parametros que afectan la eficiencia en la remocién de Arsénico

Parametro Concentracion problema
Silice Mayor a 50 mg/L
Fluoruro Mayor a 2 mg/L
Hierro Mayor a 3 mg/L
Manganeso Mayor a 0.05 mg/L
Sulfuros Mayor a 0.2 mg/L
Sulfatos Mayor a 360 mg/L
Solidos Disueltos Totales Mayor a 1.000 mg/L
Carbono Organico Total Mayor a 4 mg/L

Calcio y magnesio (dureza), » )
. Mayor a la saturacién potencial
bario, sulfato y carbonato

Cloruros Mayor a 250 mg/L
Cloro libre En funcién del tren de tratamiento empleado

Turbiedad Mayor a 0.3 NTU
pH En funcion del tren de tratamiento empleado

Fosfato Mayor a 1.0 mg/L

G.4.2 Modo de operacion contintia con o sin recirculacion para un flujo minimo de 1 L / minuto.

Para la realizacion de las pruebas se construird una unidad piloto (Figura G.1 de esta Norma), en cuyo
arreglo se empleard tuberia de PVC hidraulico de %2“. Tanques o tinacos con el volumen necesario para la
operacién continla de 24 h al flujo establecido en el manual de operacién del fabricante, que alimentara al
equipo sometido a verificacion mediante una bomba con los requerimientos tedricos de presion y flujo minimo
y maximo requeridos.

La configuracién hidraulica del sistema debera permitir controlar el flujo de salida y entradas del equipo
hacia un tanque reservorio del agua tratada, donde podra desecharse a la red de drenaje o hacia la red de
recirculacion, asi como la toma de muestras durante toda la configuracion hidraulica. El equipo debera
contener un mandémetro diferencial para verificar adicionalmente la presion real de operacion del equipo, asi
como de rotametros necesarios para la medicion del flujo.
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Figura G.1. Montaje para la verificacién de equipos en la remocién de Arsénico en Agua para uso y consumo humano.

Simbologla:

. Tangue reservorio con agua de prueba tipo A o B
. Bomba de recirculacion

. Equipo comercial sometido a verificacién

Tanque reservorio de agua tratada

. Solucidn concentrada de arsénico

Contenedor de HCl al 5 % para lavado del sistema
hanametro diferencial

. Toma de muestras

. Tangue adicional para pruebas sin recirculacién
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En el caso de recirculaciéon, podra optarse por dos alternativas para alimentar la misma concentracion de
arsénico durante todo el tiempo de operacion; la primera consiste en preparar Lotes del agua problema cada
dia de operacion y mediante una modificacion inicial agregar un tanque reservorio adicional; la segunda
opcion consiste en preparar una soluciéon concentrada de arsénico y mediante el balance de masa (Figura
G.2, de esta Norma) en forma continua determinar el flujo de bombeo necesario que debera mezclarse con el
flujo de la red utilizada para generar aproximadamente la concentracion de arsénico deseada.

Figura G.2

Esquema para el balance de masa para ajuste de la concentracion inicial de arsénico en el flujo de

recirculacion.

QRE"L‘
Rec -
Caudal de
recirculacidén
5 -
Qae
Ci.
Q,
CA5T Hacia el tangue
de alimentacidn

Donde:

Qas= Flujo de agua suministrada a la red experimental de la solucion concentrada (L s'l).
Cas = Concentracion de arsénico en la solucién concentrada (mg L™).

Crec = Concentracion de arsénico en el flujo de recirculacién (mg L™).

Qrec= Flujo de agua recirculada (L s™).

Cast = Concentracion de arsénico en el flujo de entrada a la red (mg L'l).

Qr = Flujo total del agua de entrada a la red (L s'l).

Con el planteamiento de la ecuacion de balance siguiente, puede determinarse la concentracion de flujo

del agua de la solucién concentrada con la presion adecuada para su mezcla con el flujo recirculado.

Qﬁs * CA; + Qpec % CRM = Q7 X CA;T'

Finalmente, el arreglo hidraulico debera permitir el lavado quimico de la red utilizada entre cada equipo
probado o para el caso de que se requiera verificar remocion de otro parametro, seguido de un lavado con

agua de la llave para eliminar cualquier residuo o impurezas desprendidas.

La determinacion de arsénico total inicial y el residual, podra realizarse mediante espectrometria de
absorcién atomica, espectrofotometria o por cualquier otro método colorimétrico, confirmando su precisién con

una muestra estandar por lo menos en el 10% del nimero de muestras totales determinadas.
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G.5. Desecho del agua de lavado contaminada con arsénico.

La EPA emitié en el afio 2000 el documento denominado “Technologies and costs for removal of arsenic
from Drinking Water, USA, Environmetal Protection Agency®™, Dic. 2000] en donde se proponen diferentes
alternativas para el tratamiento y disposicién de lodos derivados de Procesos de remocién de arsénico
seleccionados en funcion de los recursos econémicos y de infraestructura disponibles. Sin embargo, en el
caso de equipos a baja escala o con generacion relativamente baja de volumen de agua de desecho con
arsénico se recomienda la dilucién con base al criterio maximo permisible determinado por las disposiciones
aplicables o por la concentracion maxima natural endémica de la regién en particular.

En el esquema siguiente se presenta el planteamiento para las ecuaciones de balance necesarios.

Figura G.3 Diagrama del balance de masa para la disolucién de arsénico en el agua vertidaalared

T-C!I"I([Uf_" Con -"-"«.E'.LJEI . \1{) Reservorico con

C; -
de desecho ~ ?t“ . t}:}rﬂ - il agua para dilucidon
. o -~

Tangue de
mezclado

Hacia drenaje

Donde:

Co,, = Concentracidn de arsénico en el agua de desecho (ug/L)
Vo= Volumen del agua de desecho (L)

CD,,= Concentracidn de arsénico en el agua para dilucidn

VD= Valumen de agua para dilucion (L)

Cf,.= Concentracion de arsénico en el agua vertida al drenaje
WT= Valumen total de agua generada (L)

A partir del esquema anterior se establece en balance de materia siguiente:

Cops * VO + CDye + VD = Cfyg * VT

Y considerando que el agua de la red que servira para dilucién es cero (0) CDas= 0, entonces:

) Coge * Vo
VT (L) = T
As

Finalmente el Volumen de dilucién se determina:
VD({L)=VT—Vo

En la tabla siguiente se presentan los calculos para diferentes condiciones hipotéticas de operacion.
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Tabla G.2. Calculo del Volumen de agua requerido para dilucién en funcion del volumen de agua de
desecho, de su concentracion y de la concentracion final requerida.

Fazt
€O ) wa (L} cfis VT L) i (L) vw:;
SO0 Eln ] 25 G000 57,000 1=
S0 300 20 5,000 2,000 24
00 3000 10 150,000 147 000 49
S LOHHY 2% A0 34, D 13
S0 2O 20 S0, 00 A, DO 24
X 2OHHE 1 pleaknleie] B, HH 45
S0 A, (e 5 20, 00 15, 000 19
SO0 1000 20 25,000 24,000 23
500 LCHH 10 563,000 A4, CHEK0) ag
400 3000 25 48,000 45, 000 15
00 2000 25 32, 000 i, DD 15
400 priuinn] 10 S0, 000 78,000 39
Loea) 1000 25 16, 000 15,000 15
] LOHOH 10 LalnNeinle] T, DD a=
200 SO 25 36,000 33,000 11
o) SCHHY 10 S CHH BT M 29
00 200 25 24,000 22,000 i1
X 1HHE 20 150030 1. CHH) 14
00 1000 10 30,000 20,000 Fii]
200 3000 25 24,000 Z1, 000 7
300 SO0 10 GO0 OO0 57,000 1%
200 2000 25 16,000 14,000 7
F00 2000 10 0, T 34, 000 19
200 1000 20 10,000 O, GO0 a9
00 1000 1 20,000 19,000 13
10D 3000 25 12 000 o, O 3
100 rin.n u] 25 8,000 G, MO El
1% 150H) r ik, RO 41, SO 3
100 1000 25 4. 000 EN ] 2
100 100K) 10 10,000 8,000 8
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