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Recomendaciones para la distribución de agua regenerada en camiones cisterna

• Calidad del agua regenerada

Los conductores de los camiones cisternas deben conocer la clase de agua que 
transportan (usos permitidos)
Los conductores deben informar a los receptores de la calidad del agua regenerada



Recomendaciones para la distribución de agua regenerada en camiones cisterna

• Requerimientos generales de los camiones y conductores
 Formación obligatoria (capacitación sobre el llenado y el uso seguro)
 Documentación (verificación por parte de la autoridad competente)

 Requerimientos para acceder a las EDARs para el llenado
 Camiones identificados “agua no potable” y “agua regenerada”
 Permisos correspondientes
 Apagar el motor durante el llenado
 Durante el llenado comprobar que no existan fugas
 No dejar basura o escombros
 No bloquear la entrada y salida cuando se espere para llenar o en el llenado

Requisitos/precauciones de manejo y uso del agua regenerada
 No llenar demasiado las cisternas
 No beber agua regenerada ni utilizarla para la preparación de alimentos
 Los conductores y usuarios deben lavarse las manos con agua y jabón y 
aplicarse desinfectante después de contactar con el agua regenerada



Recomendaciones para la distribución de agua regenerada en camiones cisterna

Requisitos/precauciones de manejo y uso del agua regenerada
 Utilización de guantes y gafas protectoras 
 Tomar precauciones para que los alimentos no entre en contacto con el agua
 El camión debe estar equipado con botiquín de primeros auxilios
 El camión debe llevar un libro de registro

 Volumen de agua recogida
 Fecha y EDAR de recogida
 Fecha de entrega/uso
 Volumen de agua suministrada/utilizada
 Uso previsto del agua
 Nombre y dirección del destinatario

 No se permitirá que el agua se vierta en fuentes de agua potable
 Aplicación de medidas para evitar la pulverización excesiva, encharcamiento
 No regar o almacenar agua regenerada cerca de un pozo de agua potable (16 
m)



Recomendaciones para la distribución de agua regenerada en camiones cisterna

Requisitos/precauciones de manejo y uso del agua regenerada
Los vehículos para el transporte deben ser inspeccionados antes de cada uso
 Una cisterna que haya transportado material de un pozo séptico no puede 
transporta agua regenerada
 Los camiones que transporten agua regenerada nunca podrán transportar 
agua potable
 Las mangueras utilizadas para el llenado y vaciado del camión deben ser 
extraíbles y almacenarse desconectadas (inspección antes del uso)
Etiquetar depósitos, grifos…en contacto con el agua regenerada
 Revisión periódica por parte del autoridad competente

 Desinfección de las cisternas
 Cuando se quiera transportar agua regenerada de mayor calidad que la 
anterior
 Cuando el camión cisterna desprenda malos olores



Recomendaciones para la distribución de agua regenerada en camiones cisterna

 Desinfección de las cisternas
 Cuando se quiera transportar agua regenerada de mejor calidad que la 
anterior
 Cuando el camión cisterna desprenda malos olores
 Cuando exista recrecimiento de microorganismos o crecimiento excesivo de 
biopelícula
 Cuando exista evidencia de la acumulación de sólidos en el camión cisterna
 Cuando se realice una limpieza general

 Tener en cuenta:
Utilizar un desinfectante adecuado
 Hipoclorito de sodio o de calcio
 Asegurarse que la mezcal desinfectante sea activa para inactivar/matar los 
patógenos
 Retirar los sólidos de la cisterna antes de desinfectarlo (eficacia adecuada)
 Eliminación del agua de lavado en lugares adecuados



Recomendaciones para la distribución de agua regenerada en camiones cisterna

 Control microbiológico de camiones cisterna
 Pruebas mensuales de contaminación bacteriológica
 Varios días después de haber realizado la desinfección
 Repetir si la cisterna presenta todavía valores altos
 Parámetros a analizar:

 Los recogidos en el Decreto Regulamenatar nº 4/2020
 Recomendación: Clostridium perfringens (indicador de eficacia de la 
desinfección)



Filtración por membrana
Se hace pasar un volumen determinado de muestra/dilución a través de una membrana 
filtrante con un poro que retenga los microorganismos (0,22/0,45 µm)
 La membrana se transfiere con una pinza sobre la superficie de un medio sólido, 
evitando la formación de burbujas
 Se requiere de un equipo de filtración y una bomba de vacio



Filtración por membrana

Técnica ampliamente reproducible, puede ser utilizada para un gran volumen de muestras
Mayor volumen de muestra utilizado
 Produce resultados numéricos más rápido que el procedimiento de NMP
 Requiere poco espacio para muchas muestras
 No apta para aguas con alta turbidez (diluciones)

 Controles de calidad:
 Sistema de filtración:

 Filtrar 100 ml de solución salina estéril y sembrar en el medio a utilizar. 
 Frecuencia de los controles: el propio laboratorio
Se deben hacer en los análisis blancos del método para el control de esterilidad 
de las placas, medios de cultivo y membranas al mismo tiempo

 Control ambiental:
 Control de superficie de trabajo
 Control del aire del ambiente de trabajo
Control de envases para la toma de muestras



Aislamiento y recuento de E. coli (ISO 9308-1:2014)

 Solución Salina de Page
Agar Cromogénico Coliformes (CCA)
Filtros de membrana
 Rampa de filtración
 Reactivo de Kovacs

ETAPAS
Preparación de la muestra
 Filtración
 Incubación
 Recuento 
Confirmación

 Recuento de colonias sospechosas
 Verificación por la prueba del indol

El medio contiene 2 sustancias cromogénicas:
 6-cloro-3-indoxil-β-D-galactopiranósido (Salmon®-GAL) 
 5-bromo-4-cloro-3-indoxil-β-D-glucurónido (X-Glucoronido)

β-D-galactosidasa

β-D-glucoronidasa



Aislamiento y recuento de E. coli (ISO 9308-1:2014)

Filtración de la 
muestra o dilución

Incubación y 
diferenciación

Colocar la membrana 
sobre el agar CCA, sin 

dejar burbujas.
Incubar 36ºC ,21h

Recuento

Colonias azul 
oscuro/violeta: E coli
β-D-galactosidasa +
β-D-glucuronidasa + 

Colonias rojo/rosa: 
Coliformes

presuntivas( β-D-
galactosidasa +)

Prueba del indol
(reactivo de Kovacs)

Color rojo alrededor de la colonia

Resiembra en TSA

Prueba de la oxidasa
(10 colonias)



Aislamiento y recuento de E. coli (ISO 9308-1:2014)

E. coli



Recuento de huevos de nematodos (Método de Bailinger modificado)

ETAPAS
Concentración
 Etapa de desorción
 Etapa de flotación
 Etapa de recuento
 Expresión de los resultados

Solución de sulfato de zinc
Buffer acetoácido
Solución de Tween 80
 Centrífuga (1000 g)
Microscopio óptico
 Cámara de McMaster



1. Etapa concentración 2. Etapa desorción

3. Etapa de flotación
4. Etapa de recuento

Recuento de huevos de nematodos (Método de Bailinger modificado)



Recuento de huevos de nematodos (Método de Bailinger modificado)



Recuento de huevos de nematodos (Método de Bailinger modificado)

Estructuras 
que aparecen 
en las aguas 
residuales



Recuento de huevos de nematodos (Método de Bailinger modificado)

Parásitos que 
pueden 

aparecen en 
las aguas 
residuales



Recuento de huevos de nematodos (Método de Bailinger modificado)

Recuento de 
huevos de 
nematodos



Aislamiento y recuento de Legionella sp.(UNE EN ISO 11731)
ETAPAS

Concentración por filtración
Elución del filtro
Descontaminación del concentrado
 Inoculación de los medios

 Concentrado sin tratamiento de descontaminación
 Concentrado tratado térmicamente
 Concentrado tratado con solución ácida

 Incubación
 Examen de las placas
 Confirmación de las colonias presuntivas

 Siembra en agar BCYE
 Siembra en agar BCYE-cys

 Expresión de los resultados

Solución Salina de Page (SSP)
Solución ácida
Agar Legionella BCYE
Agar Legionella BCYE-cys
 Agar selectivo Legionella GVPC
 Rampa de filtración
 Filtros de membrana 0,22 µm



Aislamiento y recuento de Legionella sp.(UNE EN ISO 11731)

1. CONCENTRACIÓN POR FILTRACIÓN CON ELUCIÓN

Se corta en varias porciones y se 
coloca en un tubo tipo Falcon

Se añaden 10 ml de SSP y se agita en vortex 2 min

Se elimina los restos del filtro

Muestra preparada. Se registra el 
volumen

En muestras con mucha cantidad 
de sólidos se puede concentrar la 

muestra por centrifugación



Aislamiento y recuento de Legionella sp.(UNE EN ISO 11731)

2. DESCONTAMINACIÓN E INOCULACIÓN DE LOS 
MEDIOS

Se divide el concentrado en 3 
porciones

•0,5 ml a un tubo 
•Mantener a 50ºC 
30 min.

Tratamiento ácido
•Solución ácida 10X
•Dilución de la muestra 1/10
• Contacto durante 5 min. antes 
de inocular

GVPC GVPC GVPC

1-10 ml



INCUBACIÓN
•7-10 días
•Atmósfera húmeda

EXAMEN DE PLACAS
2º, 3º,4º.. días RECUENTO

Se registra el número de 
colonias presuntivas

Cultivo en agar BCYE 
de colonias tipo 36ºC 

2-5 días

Identificación de Legionella incluye:
• Morfología característica
• Comprobación de crecimiento en 
BCYE y ausencia en BCYE-cys
• Tinción de Gram (bacilo gram -) 
(coloración de contraste: Fushina
básica)

Aislamiento y recuento de Legionella sp.(UNE EN ISO 11731)

Cultivo en agar BCYE-Cys
de las mismas colonias 

tipo 36ºC 2-5 días



Aislamiento y recuento de Legionella sp.(UNE EN ISO 11731)

Expresión de los resultados



Incubación en cámara húmeda 
1hora, 37ºC
Lavado (eliminación exceso de 
anticuerpo)

Legionella

Anticuerpo 
fluorescente

IFD

Aislamiento y recuento de Legionella sp.(UNE EN ISO 11731)



PCR: 

 Amplificación de un gen o un fragmento específico

 Ingredientes necesarios para la reacción:
dNTPs
Buffer de PCR
MgCl2
Primers o cebadores
Agua
Polimerasa

 Requisitos para un buen funcionamiento:
 Primers
 Concentración de MgCl2
 Tm adecuada

• Inconvenientes:
 Equipamiento
 Personal cualificado
 Inhibidores: Falsos negativos
 Protocolos no estandarizados

• Ventajas:
 Rapidez
 Sensibilidad y especificidad

Aislamiento y recuento de Legionella sp.(PCR)



Aislamiento y recuento de Legionella sp.(PCR)



Extracción de ADN

Termociclador

Gel de agarosa

Electroforesis

Aislamiento y recuento de Legionella sp.(PCR)



Aislamiento y recuento de Clostridium perfringens.(ISO 14189)

 Solución Salina de Page
Agar Triptosa Sulfito Cicloserina (TSC)
 Agar sangre (agar Columbia sangre)
 Jarra de anaerobiosis
 Generadores de anaerobiosis
 Filtros de membrana
 Rampa de filtración

ETAPAS
Preparación de la muestra
 Filtración
 Incubación
 Recuento 
Confirmación

 Siembra en agar sangre
 Prueba de la fosfatasa ácida (10 
colonias)



Aislamiento y recuento de Clostridium perfringens.(ISO 14189)



Filtración de la 
muestra o dilución

Incubación y 
diferenciación

Colocar la membrana 
sobre el agar mCP, sin 

dejar burbujas.
Incubar 44ºC ,21h

Recuento

C. perfringens todas 
las colonias amarillas 

que cambian a 
rosa/rojo

Colonias 
sospechosas: 

amarillas opaco (se 
pueden ver por 

debajo)

Vapores de amoniaco

Aislamiento y recuento de Clostridium perfringens DE 12767/97 



Aislamiento y recuento de Clostridium perfringens DE 12767/97 

Mayor recuperación



Recuento de colifagos somáticos ISO 10705-2



Recuento de colifagos somáticos ISO 10705-2

Bacteria hospedadora E. coli WG5
Bacteriófagos ɸX174
Solución de Peptona Salina
Solución de CaCl2·H2O
Glicerol
Caldo de Sholtens modificado (MSB)
Agar de Sholtens modificado (MSA)
Agar semisólido de Sholtens modificado 
(ssMSA)
Agar MacConkey

ETAPAS
Preparación del material del análisis

Cultivo y mantenimiento de la cepa 
hospedadora
Preparación de los cultivos stock
Preparación de los cultivos de 
trabajo
 Cultivo y mantenimiento del 
bacteriófago ɸX174

Procedimiento analítico
Preparación de inóculos
 Preparación de la muestras
 Procedimiento estandar
 Expresión de resultados



Recuento de colifagos somáticos ISO 10705-2



Recuento de colifagos somáticos ISO 10705-2



Recuento de colifagos somáticos ISO 10705-2



Recuento de colifagos somáticos ISO 10705-2



Parceiros Canárias

Parceiros Madeira



Parceiros Cabo Verde

Participante Associado
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