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 Calidad del agua regenerada

I Série — n® 24 «B.O.» da Republica de Cabo Verde — 2 de marco de 2020 605
Quadro 3 - Parametros fisico-quimicos e VMR e VMA para controlo da qualidade das APR e ART destinadas a rega
VMA
Culturas ingeridas cozinhadas e
Culturas de consumo em cru|para processamento industrial;
e para alimentagdo animal|ezpagos verdes. florestaz e
(1) (3) culturas ornamentais (3) Frequéncia de amostragem
Ovos de nematodes (2) | 1 ova/10 1 1 ovo/101 mensal
Escherichia ecoli 100 ufe/100 ml 10 000 ufe/100 ml semanal
Legionella spp. 1 000 ufesl (4) 100 ufe/l mensal
Condutividade 3000 puS/em 3000 pS/em semanal
Nitratos 30 mg N-NO_1 30 mg N-NO_/1 semanal
88T 20 mg/l 35 mg/l semanal
Turvagao 10 UNT Sem limite semanal

(1) Irrigagao localizada (nenhum contacto da ART com os frutos ou legumes). irrigagio de culturas lenhozas, flores
ornamentais, plantas de viveiro. estufas sem contacto direto da ART com culturas. irrigagdo de culturas industriais
nio-alimentares. pastagens. forrageiras e sementes de produtores de dleos.

(2) Tém que ser considerado. pelo menos. os géneros: Ancylostoma. Trichuris and Ascaris.
(3) No caso de risco de pulverizagdo da Agua de rega. néo pode ser detetado qualquer microrganismo patogénico.

5. A monitorizagio deve ser realizada a saida da estagio de tratamento de dguas residuais (ETAR) e em todos os
pontos de entrega de Aguas reziduais aos utilizadores. Sempre que o ponto de entrega e o local de reutilizagao de APR
ou ART =e distanciem menos de 1 km (um quilometro). o controle sera realizado & saida da estagio de tratamento.

Decreto Regulamentar n® 4/2020

de 2 de marco

Considerando que a rega de culturas agricolas. florestais.
ornamentais. viveiros, relvados e outros espagos verdes,
consome grandes quantidades de agua. cuja qualidade
deve ser monitorizada para salvaguarda da satude publica
e animal.

v'Los conductores de los camiones cisternas deben conocer la clase de agua que

transportan (usos permitidos)

v'Los conductores deben informar a los receptores de la calidad del agua regenerada

(@) ADAPTaRES Nertalab e

Microbiologia & Investigacion

HniLtelIrcy n

MAC 2014-2020

Cooperacao Territorial




* Requerimientos generales de los camiones y conductores
v Formacidn obligatoria (capacitacién sobre el llenado y el uso seguro)
v' Documentacion (verificacidn por parte de la autoridad competente)
v/ Requerimientos para acceder a las EDARs para el llenado
v Camiones identificados “agua no potable” y “agua regenerada”
v’ Permisos correspondientes
v’ Apagar el motor durante el llenado
v’ Durante el llenado comprobar que no existan fugas
v No dejar basura o escombros
v No bloquear la entrada y salida cuando se espere para llenar o en el llenado
v'Requisitos/precauciones de manejo y uso del agua regenerada
v No llenar demasiado las cisternas
v No beber agua regenerada ni utilizarla para la preparacién de alimentos
v' Los conductores y usuarios deben lavarse las manos con aguay jabdny
aplicarse desinfectante después de contactar con el agua regenerada
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v'Requisitos/precauciones de manejo y uso del agua regenerada
v’ Utilizacién de guantes y gafas protectoras
v Tomar precauciones para que los alimentos no entre en contacto con el agua
v El camion debe estar equipado con botiquin de primeros auxilios
v El camion debe llevar un libro de registro
v Volumen de agua recogida
v Fecha y EDAR de recogida
v’ Fecha de entrega/uso
v Volumen de agua suministrada/utilizada
v’ Uso previsto del agua
v Nombre y direccidn del destinatario
v No se permitird que el agua se vierta en fuentes de agua potable
v' Aplicacidon de medidas para evitar la pulverizacion excesiva, encharcamiento
v No regar o almacenar agua regenerada cerca de un pozo de agua potable (16
m)

-
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v'Requisitos/precauciones de manejo y uso del agua regenerada
v'Los vehiculos para el transporte deben ser inspeccionados antes de cada uso
v Una cisterna que haya transportado material de un pozo séptico no puede
transporta agua regenerada
v’ Los camiones que transporten agua regenerada nunca podran transportar
agua potable
v’ Las mangueras utilizadas para el llenado y vaciado del camidn deben ser
extraibles y almacenarse desconectadas (inspeccidon antes del uso)
v Etiquetar depdsitos, grifos...en contacto con el agua regenerada
v’ Revisidn periddica por parte del autoridad competente

v Desinfeccidn de las cisternas
v Cuando se quiera transportar agua regenerada de mayor calidad que la
anterior
v Cuando el camidn cisterna desprenda malos olores

[ o
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v Desinfeccidn de las cisternas
v Cuando se quiera transportar agua regenerada de mejor calidad que la
anterior
v Cuando el camidn cisterna desprenda malos olores
v’ Cuando exista recrecimiento de microorganismos o crecimiento excesivo de
biopelicula
v’ Cuando exista evidencia de la acumulacién de sélidos en el camidn cisterna
v’ Cuando se realice una limpieza general

v’ Tener en cuenta:
v'Utilizar un desinfectante adecuado
v’ Hipoclorito de sodio o de calcio
v’ Asegurarse que la mezcal desinfectante sea activa para inactivar/matar los
patogenos
v’ Retirar los sélidos de la cisterna antes de desinfectarlo (eficacia adecuada)
v’ Eliminacion del agua de lavado en lugares adecuados

diterrey E
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v’ Control microbiolégico de camiones cisterna

v Pruebas mensuales de contaminacién bacteriolégica

v’ Varios dias después de haber realizado la desinfeccidon

v’ Repetir si la cisterna presenta todavia valores altos

v’ Pardmetros a analizar:
v’ Los recogidos en el Decreto Regulamenatar n2 4/2020
v/ Recomendacion: Clostridium perfringens (indicador de eficacia de la
desinfeccion)
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v'Se hace pasar un volumen determinado de muestra/dilucién a través de una membrana
filtrante con un poro que retenga los microorganismos (0,22/0,45 um)

v La membrana se transfiere con una pinza sobre la superficie de un medio sélido,
evitando la formacién de burbujas

v’ Se requiere de un equipo de filtracién y una bomba de vacio

Esquema tipo de filtracion

Muestra

Embudo

_ bomba de vacio
Membrana

_ marriot
placa petri medio sodlido
colector

HniLtelIrcy n
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v'Técnica ampliamente reproducible, puede ser utilizada para un gran volumen de muestras
v Mayor volumen de muestra utilizado

v Produce resultados numéricos mas rapido que el procedimiento de NMP

v’ Requiere poco espacio para muchas muestras

v No apta para aguas con alta turbidez (diluciones)

v’ Controles de calidad:

v’ Sistema de filtracidn:
v Filtrar 100 ml de solucidn salina estéril y sembrar en el medio a utilizar.
v’ Frecuencia de los controles: el propio laboratorio
v'Se deben hacer en los andlisis blancos del método para el control de esterilidad
de las placas, medios de cultivo y membranas al mismo tiempo

v’ Control ambiental:
v’ Control de superficie de trabajo
v’ Control del aire del ambiente de trabajo
v'Control de envases para la toma de muestras

[ T
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ETAPAS v’ Solucion Salina de Page

v'Preparacion de la muestra v'Agar Cromogénico Coliformes (CCA)
v’ Filtracidn v'Filtros de membrana

v Incubacién v Rampa de filtracion

v’ Recuento v’ Reactivo de Kovacs

v'Confirmacién
v’ Recuento de colonias sospechosas
v’ Verificacidn por la prueba del indol

B-D-galactosidasa

v'El medio contiene 2 sustancias cromogénicas:
v’ 6-cloro-3-indoxil-B-D-galactopirandsido (Salmon®-GAL)
v’ 5-bromo-4-cloro-3-indoxil-B-D-glucurénido (X-Glucoronido)

T~ B-D-glucoronidasa
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Alslamiento y recuento de . coll (15U
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C
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Incubacion y
Filtracion de la diferenciacion
muestra o dilucion =~ Colocar la membrana
sobre el agar CCA, sin
dejar burbujas.

Recuento

—>

Incubar 362C,21h
Colonias rojo/rosa:
Coliformes
Colonias azul presuntivas( B_D_
B-D-galactosidasa +
B-D-glucuronidasa + i
l Resiembra en TSA
Prueba del indol M l
(reactivo de Kovacs) Prueba de la oxidasa
Color rojo alrededor de la colonia (10 colonias)
(@) ADAPTaRES g\lertalab e wclamy o o
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E. coli

|ﬂtEfpl‘EtECi6ﬂ E.coli

E. coli - Colonias de azul a violeta
Coliformes = Rosa salmadn a rojo
Otras bacterias (principalmente
Gram-negativas) = Sin color (excepto aguellas Coliformes
que tengan una débil actividad glucuronidasa

pero no galactosidasa que producen colonias azul

claro o turquesa).

Otras enterobacterias
Salmonella

@» ADAPTARES

Aislamiento y recuento de E. coli (ISO 9308-1:2014)
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ETAPAS
v'Concentracion
v’ Etapa de desorcidn
v’ Etapa de flotaciéon
v’ Etapa de recuento
v’ Expresion de los resultados

v'Solucién de sulfato de zinc
v'Buffer acetodcido
v'Solucién de Tween 80

v’ Centrifuga (1000 g)

v Microscopio dptico

v’ Cdmara de McMaster

.":
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Recuento de huevos de nematodos (Método de Bailinger modificado)

1. Etapa concentracion

-

J 4. Etapa de recuento

2. Etapa desorcion

3. Etapa de flotacion

@
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Recuento de huevos de nematodos (Método de Bailinger modificado)
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Recuento de huevos de nematodos (Método de Bailinger modificado)

Estructuras

gue aparecen

en las aguas

residuales

| 3’3 interreg H
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Recuento de huevos de nematodos (Método de Bailinger modificado)

Parasitos que
pueden
aparecen en
las aguas
residuales

+ b RS
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Huevo de Ancylostome caninum. Huevo de mﬂ'ﬂﬁw spp. Quiste de Giardia.

Cortesia Lab. Wirbac® Cortesia Virbac Cortesia Lab, Virbac"

Trofozoito de Guordia, Huevo de Taenia spp. Huevo de Toxocars canis.
Cortesia Lab, Virbac” - Corvesia Lab, Virbac" Cortesia Lab, Virbac"

2 — e reg H

Hueve larvado de Taxocard coms. Huevo de Trichuris vilpis, Hueve de Dipylidivm caninum. e
Caortesia Lab. Virbac™ Cortesia Lab. Virbac® Cortesia Lab, Virbac"
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Recuento de huevos de nematodos (Método de Bailinger modificado)

Calcular el numero de huevos por litro segun la formula:

N=A-X/P-V

Recuento de
huevos de N= Nuimero de huevos por litro de muestra.

A= Numero de huevos contabilizados en la camara o la media del numero

nematodos contabilizados en 2 o 3 celdillas.

X= Volumen del producto final (ml).
P=Volumen de la celdilla de la camara de McMaster (0,3 ml).
V= Volumen de la muestra original (litros).

=

=y
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ETAPAS
v'Concentracion por filtracion
v'Elucién del filtro
v'Descontaminacion del concentrado
v" Inoculacion de los medios

v’ Concentrado sin tratamiento de descontaminacion
v’ Concentrado tratado térmicamente
v’ Concentrado tratado con solucién acida
v Incubacion
v/ Examen de las placas
v’ Confirmacion de las colonias presuntivas
v’ Siembra en agar BCYE
v’ Siembra en agar BCYE-cys
v’ Expresion de los resultados

v'Solucion Salina de Page (SSP)
v'Solucién &cida

v'Agar Legionella BCYE

v'Agar Legionella BCYE-cys

v’ Agar selectivo Legionella GVPC
v/ Rampa de filtracion

v’ Filtros de membrana 0,22 pum

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

1. CONCENTRACION POR FILTRACION CON ELUCION

Filtrar S00 mi en filtro de policarbonato

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

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

En muestras con mucha cantidad
de sélidos se puede concentrar la

muestra por centrifugacion

Se elimina los restos del filtro

] ¢a@T]

2t
l\—/ Muestra preparada. Se registra el
€« volumen

Recoger el volumen de lavado

@? ADAPTARES Aertalab O =
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Se divide el concentrado en 3

porciones
\ i
\
1 mil Amil
Sin tratamiento Tratamiento temico

*0,5 ml a un tubo
*Mantener a 502C
30 min.

100 i 100 pl

Directo

100 pi

GVPC GVPC

(@) ADAPTaRES

1-10 ml

100 pi

Acido

100 pl

GVPC

2. DESCONTAMINACION E INOCULACION DE LOS

MEDIOS

Tratamiento acido

*Solucién acida 10X

*Dilucion de la muestra 1/10

¢ Contacto durante 5 min. antes
de inocular

P‘
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EXAMEN DE PLACAS
INCUBACION 29,32 42 dias
*7-10 dias
eAtmodsfera humeda

RECUENTO

Se registra el niumero de
colonias presuntivas

Identificacion de Legionella incluye: Cultivo en agar BCYE
 Morfologia caracteristica de colonias tipo 362C
e Comprobacién de crecimiento en 2-5 dias

BCYE y ausencia en BCYE-cys
* Tincion de Gram (bacilo gram -) Cultivo en agar BCYE-Cys
(coloracion de contraste: Fushina de las mismas colonias

basica) tipo 362C 2-5 dias

F \

|

HILEIICYy “

\@ ADAPTaRES &Ierta!.?b

Microbiologia & Investig

MAC 2014-2020

Cooperacao Territorial




Expresion de los resultados

CzI(N-V)/D]-(1/S)
Donde:

- Cesel nimero de UFC por litro de la muestra original.

- N es el nimero de colonias en la placa de GVPC con mayor niumero de colonias.
-V es el volumen (ml) del concentrado utilizado.

-] es el volumen (ml) inoculado en la placa.

- S es el volumen (litros) que fue usado del litro original.

Cooperacao Territorial
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IFD

Anticuerpo
fluorescente

KX #

o OO

Legionella

Incubacién en camara humeda
1lhora, 37°C
Lavado (eliminacién exceso de
anticuerpo)

X 5 X

[ T
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v'PCR:

» Amplificacién de un gen o un fragmento especifico

» Ingredientes necesarios para la reaccion:

v'dNTPs

v'Buffer de PCR * Inconvenientes:

v'"MgCl, v Equipamiento

v’ Primers o cebadores v’ Personal cualificado

v Agua v’ Inhibidores: Falsos negativos
v Polimerasa v’ Protocolos no estandarizados

» Requisitos para un buen funcionamiento:  « ventajas:
v’ Primers v/ Rapidez
v' Concentracién de MgCl, v’ Sensibilidad y especificidad
v' Tm adecuada

o R
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PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :

%ﬂ{&‘&ﬂb«ﬂh‘wm |/ Sep 1 denaurio]

1 minut 94 °C
[T

¥ Step 2 : anneali
7 m'

45 seconds 54 °C

5
g

WWWWWWWMM

il

forward and reverse
primers !!!

| ¥ . :
- il ; Step3: eansm.

[~ -~ 7 .
/ 2 minutes 72 °C

-
|
| l N only dNTP's

(Aandy Viersiracie 1999)

@) ADAPTaRES

Aislamiento y recuento de Legionella sp.(PCR)

dth cyele
wanted gene — —
=<3lh L — Exponential a
= { Indeycle
Isteyele e = 35th cyele
template DNA =L a—
= 3 _ —
o - N=g .
4 copics Rcopies 1o copies 32 copies 2 =68 hillion copics

(Andy Vicrstracte 1999)

Verification of PCR product on
agarose or separide gel

PCR fragments



Alsiamiento y recuento de Leg

Sample
- Cell lysis (Foa:)
Protein degradation (Proleinasze K)
Binding

centrifuge C

Washing twice (Wash Buffer)

centrifuge C

Elutlon (Elution Bulfer)

centrifuge C il ‘\G\a _

. \ I.' Ly L=,
Pure genomic DNA Termociclador i
Extraccion de ADN !
Verification of PCR produet on /
agarose or separide gel |

Gel de agarosa

3kb

. HILCII Yy -
ladder PCR fragments EIecthw Bty ety ——
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* T v" Solucién Salina de Page
R | O i of vk, v'Agar Triptosa Sulfito Cicloserina (TSC)
R T——— v’ Agar sangre (agar Columbia sangre)
RICEE g g sl v’ Jarra de anaerobiosis
v’ Generadores de anaerobiosis
noubar 05 Cullhios on arserobiosts v’ Filtros de membrana
21 = 3 horas v/ Rampa de filtracién
10 nqlnr‘-inﬁ con
[Setecsionar || e ETAPAS
o aga Colurmbia v'Preparacién de la muestra
21 Lujaﬁjuijlil-::zl:rtsmumﬁ v Filtracion
as mlnn-asla papel filtro v Incubacion
[Trmnster B o oatatass acida v’ Recuento
v'Confirmacion
@. el -"Eﬁti;rlr:zzI;;HL_(L;;L::HIa!w v Siembra en agar sangre
UFC de C. perfringens 1100 mL v’ Prueba de la fosfatasa acida (10
colonias)

FIM
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Aislamiento y recuento de Clostridium perfringens.(ISO 14189)

i
COMPONENT 1
100 mi de agua potable 1 min
Filtrar a través de un sistema '
de filtracion al vacio
1
el filtro a una caja
[Transferr |—>| de petri con agar e
TSC # cycloserina 4l
los cultivos en anaarobiosis
@I—" a 44 = 1°C durante =
21 = 3 horas
I. &0 min
10 colonias con
e —— carateristicas tiplcas
= de C. parfringens
]
en agar Columbia CENTRIFUGE
a 36 + 2°C durante
21 + 3 horas en anaerobiosis O 10 min
|
las colonias a papel filtro
ransferir y adicionar el reactivo
} para fosfatasa acida ﬁ
- J'“t 1 mim
&l nimero total de colonias il
HBF“EI—} confimmadas como ul
UFC de C. perfringens 100 mL
5 min

{‘)mAPTaRES ?Jertalab . W"vs —
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Incubacion y
Filtracion de la diferenciacion Recuento
muestra o dilucién Colocar la membrana
sobre el agar mCP, sin
dejar burbujas.
Incubar 44°C ,21h

Colonias
sospechosas:

Vapores de amoniaco amarillas opaco (se

pueden ver por

C. perfringens todas
las colonias amarillas

gue cambian a
rosa/rojo
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Aislamiento y recuento de Clostridium perfringens DE 12767/97

Mayor recuperacion

3.: Witerreg H

=
MAC2Qi4:2020
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Recuento de colifagos somaticos ISO 10705-2

a) Preparation of the Top Agar

Inoculation of the Bacterial cells Inoculation of the Phage Mixing
top agar with top agar with suUspension
bacterial cells phage

Melten tap agar Maollan top agar

inpculated with
bactaria
b) Plating and Detection
- Phage plagues
- Sandwich of top
F“ and bottom agar detected an

bacterial lawn Phage

7 plagues
A,

mixture onto a
nutrient agar
plate

Incubation

i

Bottom agar
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ETAPAS
v'Preparacion del material del andlisis

v'Bacteria hospedadora E. coli WG5 v Cultivo y mantenimiento de la cepa
v'Bacteriéfagos ¢pX174 hospedadora

v'Solucién de Peptona Salina v'Preparacion de los cultivos stock
v'Solucién de CaCl,-H,0 v'Preparacion de los cultivos de
v'Glicerol trabajo

v'Caldo de Sholtens modificado (MSB) v’ Cultivo y mantenimiento del
v'Agar de Sholtens modificado (MSA) bacteriéfago $pX174

v'Agar semisodlido de Sholtens modificado v'Procedimiento analitico

(ssMSA) v'Preparacion de inéculos

v'Agar MacConkey v’ Preparacion de la muestras

v’ Procedimiento estandar
v’ Expresion de resultados

A é & 5%» iwerrey
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Recuento de colifagos somaticos ISO 10705-2

, ¢
- PREPARACION DE CULTIVOS %z'i""
Gl L ’/—\ Alicuotas:
Liofilizado cepa hospedadora 36 £2°C/ 20+4h /agitacion 10 ml glicerol < { s 1,0 €
+3 ml MSB > estéril 2
< N; liquido
;]
50 +5 ml MSB \_
e — =
e TRABAJO
3-5 colonias lactosa+ 10 ml glicerol ‘.
estéril \E
(36 +£2°C/ 20+4h) é (36 +2°C/ 5+1h /Agit) é Agitacion *‘ﬁ» Alicuotas:
Y -70+10°C
—» ~ > > e
< v Max 2 afios
Stock Agar McConkey o 50+ 5ml MSB
T2amb medio con lactosa (mejor a 37°C)
A
¥ Nertalab B ey M
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Recuento de colifagos somaticos ISO 10705-2

- CALIBRACIUN IMIEDIDAS DE ABSURBANCIA

1)

v

Nefelométrico
50 +5 ml MSB
(mejora 37°C)

Stock
T2 amb b)

Asepsis

50 £5 ml MSB Cubeta
(mejor a 37°C)

———» Ajustar espectrofotometro a cero
Descartar medio usado para medi

rabsorbancia

T

2)

/ 0’5 ml cultivo trabajo

36 +2°C/ agitacion/3'5h
» Alicuotas hasta 107 —

Cada 30’ : 1) Medir absorbancia
2) Guardar 1 ml para contar

— a) Recuento en placa MSA
10%,10%, 107

36+2°C

20x4h

células viables

— b) Filtracién por membrana 1ml
de 10%, 10%, 107 en MSA y,

Contar nimero de
coloniasen las
placas que tengan
entre 30-300
colonias (UFC/ml)
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Recuento de colifagos somaticos ISO 10705-2

- PROCEDIMIENTO

Alternativa B:

36+2°C / agitacion / 31 h

o PREPARACION INOCULOS /

1) /\ 2) 0'S ml cultivo trabajo

|

K 36+2°C /20#4 h
|

Stock 50+ 5 ml MSB » Medir absorbancia
T2amb (mejor a 37°C) 3) 3622°C / agitacién /3’5 cada 30/
Espectrofotémetro a0
Alternativa A:

Colonias tipicas

@ymmss

?lertagl?b o

Microbiologia & Investigaci

> OO

Cuando d ~ 10¢ UFC/ml 080‘:%)

Bafio agua-hielo
(usar en 24h)

diterreg H
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a2l 2020



recuento ae colifjagos somaticos 150 10705-2

e PROCEDIMIENTO ESTANDAR 3) 1 ml muestra(x2)
P e
d v * v 4) 1 ml in6cul
300 pl solucion . . ' ) 1mlindculo
1) 2) CaCl;a Tamb
Indculo 50 ml ssMSA * ; i
AL : da . Alicuotas 2.5 ml Mezclar cuidadosamente
preparado fundido evitando formar burbujas

MSA completo
Incubar 36£2°C/18+2 h

45+1°C 45%1 °C
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Agéncia Nacional de Agua e Saneamen ABUAS DE SANTIAGC

UNIVERSIDADE DE

I DQ CABO VERDE
| Ministério I Ministério da Agricultura I MBI e D e

e Ambiente

Diregdo Geral da Agricultura,
Silvicultura e Pecuaria

da Educacao N\ | e Ambiente
) Diregao Nacional do Ambiente

Diregdo Nacional de Educagao
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