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RESUMEN

La verificaciébn de un método en un laboratorio de ensayo permite determinar su idoneidad y tener la
capacidad de brindar resultados seguros que integren las necesidades del cliente. El objetivo principal de
este estudio es realizar la verificacion del método de Filtracion por Membrana para la deteccion vy
cuantificacion de Legionella spp. en agua potable, siguiendo los lineamientos de la Norma ISO 11731-2:2004
a través de la evaluacion de parametros de desempefio como limite de deteccion, precisién intermedia,
exactitud e incertidumbre del método. Los resultados demostraron que es posible detectar desde 1 Unidad
Formadora de Colonia en 100 ml de agua potable, adicionalmente los analisis realizados demostraron que
el método es preciso (C.V < 2,0 %) y exacto (% R > 98 %) de acuerdo con los criterios de aceptacion
propuestos. En consecuencia, el método es apto para su aplicacion en el laboratorio permitiendo obtener
resultados confiables.

Palabras clave: Legionella spp., Filtracién por Membrana, agua potable, Unidades Formadoras de Colonia
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VERIFICATION OF THE MEMBRANE FILTRATION METHOD FOR THE DETECTION AND
QUANTIFICATION OF Legionella spp. IN DRINKING WATER

ABSTRACT

Method verification in a test laboratory permits to determine its suitability and own the ability to provide
reliable results that integrate customer needs. The main aim of the study is to carry out the verification of the
membrane filtration method for the detection and quantification of Legionella spp. in drinking water, following
the guidelines of 1ISO 11731-2: 2004 by means of performance parameters evaluation as detection limit,
intermediate precision, accuracy and uncertainty of the method. The results showed that it is possible to
detect from 1 Colony Forming Unit in 100 mL of potable water, besides the performed analysis showed that
the method is precise (C.V < 2.0 %) and accurate (% R > 98 %) according to acceptance criteria proposed.
Consequently, the method is suitable for application in the laboratory allowing reliable results
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1. INTRODUCCION

Diferentes bacterias del género Legionella han sido
encontradas en aguas superficiales (lagos, rios,
estanque), en aguas de refrigeracion industrial, en
los sistemas de aire acondicionado, sistemas
domésticos de agua caliente, piscinas y en redes
de suministro de agua potable [1, 2, 3].

Este género comprende 71 serogrupos distintos
procedentes de cerca de 50 especies conocidas,
las cuales se consideran responsables de diversas
enfermedades respiratorias en los humanos. Sin
embargo, Legionella pneumophila serogrupo 1 es
considerada la causante principal de los casos de
legionelosis, enfermedad respiratoria que produce
neumonia y que puede ser mortal [4, 5, 6].

La bacteria Legionella pneumophila fue reconocida
por primera vez en 1977 después de una epidemia
aguda de neumonia en Filadelfia. Desde entonces,
numerosos casos aislados y brotes epidémicos han
sido detectados en diferentes partes del mundo,
con origen en sistemas de aerosolizacion de agua
(6, 7]

El agua para consumo humano debe estar libre de
sustancias u organismos que puedan causar
irritacion  quimica, intoxicacibn o infeccion
microbiolégica. Durante varios afios se han
empleado ensayos para la determinacion y
cuantificacion de microorganismos indicadores
tales como Coliformes totales y Escherichia coli,
pero no se han empleado analisis para la
determinacion de otras bacterias patégenas. No
obstante, la inocuidad del agua potable no depende
Unica y exclusivamente de la contaminacion con
microorganismos de origen fecal ya que se ha
evidenciado que bacterias del género Legionella
pueden permanecer en las redes de distribucién
del agua potable, donde la formacion de
biopeliculas favorecen su crecimiento y los protege
frente al hipercalentamiento y a la accién de
agentes biocidas como el cloro, permitiendo asi su
establecimiento en estos puntos [8, 9].

Segun la Organizacion Mundial de la Salud las
enfermedades adquiridas por la presencia de
agentes patégenos en el agua, constituyen un
problema de Salud Publica que demanda un
urgente control mediante la implementacién de
programas de proteccion ambiental, con el fin de
evitar la aparicion de enfermedades relacionadas
con la calidad del recurso hidrico [10]. Esto se logra
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si es posible realizar la determinacién confiable de
estos microorganismos en el agua.

Algunos paises europeos como Espafia han
incluido en su normativa de calidad del agua que es
utilizada para el consumo humano, la deteccion de
Legionella spp. Sin embargo, para Colombia, la
resolucion 2115 de 2007, que establece las
caracteristicas, instrumentos basicos y frecuencias
del sistema de control y vigilancia de la calidad del
agua potable, no contempla la deteccion de este
indicador de calidad que puede llegar a causar
infeccion pulmonar [11].

La dificil deteccion de esta bacteria en muestras de
agua potable cuando las poblaciones son bajas
hace que el método de Filtracion por Membrana
resulte una alternativa viable para la
determinaciéon, dado que es una técnica que
permite la concentracién de la muestra sobre un
filtro con un tamafio de poro muy pequefio (0,45

um) [8].

Aunque la Norma ISO 11731-2:2004 es un
documento publicado por un organismo de
normalizacién reconocido internacionalmente, no
contempla algunos parametros que son importantes
para llevar a cabo el ensayo, haciendo necesario la
confirmacion y verificacion del método de Filtracion
por Membrana para la deteccién y cuantificacion de
Legionella spp. En consecuencia, el objetivo
principal de este estudio es verificar el método de
Filtracion por Membrana para la deteccion y
cuantificacion de Legionella spp. siguiendo los
lineamientos de la norma ISO 11731-2:2004 a
través de los parametros de limite de deteccion,
precision, exactitud e incertidumbre.

De acuerdo con datos registrados por el ONAC
para el 2015 [12], Colombia no cuenta con
laboratorios de ensayo acreditados en métodos de
andlisis referentes a la deteccién y cuantificacion de
Legionella spp en agua potable, por lo cual, el
proceso de verificacion y acreditacion de este
método se ha convertido en una prioridad para el
laboratorio de microbiologia del grupo GAIA, el cual
viene trabajando desde el 2012 en la
implementacion de entrega resultados confiables
gue se constituyen en garantia para los clientes. De
otro lado, con la acreditacion de este método se
pretende mejorar la cobertura del servicio en
andlisis de calidad microbioldgica del agua potable
a nivel nacional.
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2. METODOLOGIA

2.1 Materiales y equipos

Las muestras de agua potable fueron tomadas del
grifo del Grupo de Investigacion en Gestion y
Modelacion Ambiental GAIA. Se utilizaron cepas de
referencia como Legionella pneumophila subsp.
pneumophila ATCC (American Type Culture
Collection) 33152 como control positivo Yy
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 como
control negativo, las cuales fueron suministradas
por Microbiologics. Como medio de cultivo se
empled el agar BCYE (charcoal-yeast extract agar)
CMO0655 marca Oxoid, junto con los reactivos
“suplemento para el crecimiento de Legionella”
SRO0110A y “suplemento para Legionella sin L-
cisteina” SRO0175A. Los demas reactivos
empleados para la solucion buffer acida (HCl y KCI)
y la solucion salina (NaCl, MgSO,, CaCl,, Na,HPO,
KH,PO,) suministrados por Merck, cumplian con el
grado analitico de acuerdo a su certificado de
andlisis.

Para la medicion de las muestras fueron empleadas
probetas de vidrio tipo A, Germany y en el proceso
de filtracion se utilizaron portafiltros Sartorius, filtros
de nitrocelulosa de 0,45 pum de poro y con un
diametro de 47 mm, una bomba de vacio y un
colector de vacio de acero inoxidable (manifold).
Los ensayos se llevaron a cabo bajo una camara
de flujo vertical Esco y para la incubacién de las
muestras se utilizd una incubadora Binder con
conveccién natural.

La metodologia utilizada se encuentra consignada
en la norma I1SO 11731-2:2004 [13]. La Fig.1.

muestra el procedimiento general para la
verificacion del método de Filtracion por
Membrana.

2.2. Anédlisis del agua potable

Previo al ensayo de verificacion, se colectaron
muestras de agua potable procedente del grifo del
laboratorio y se realizé el analisis para la deteccién
de Legionella spp.

2.3. Verificacion del método
Se evaluaron los parametros de limite de
deteccion, precision, exactitud e incertidumbre.

2.3.1. Limite de deteccién
Se utilizd una cepa certificada de Legionella
pneumophila subsp. pneumophila ATCC 33152
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como control positivo, la cepa Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145 como control negativo y
agua potable como control de la matriz. Se
realizaron diluciones seriadas por duplicado a partir
de un McFarland de concentracion 1.

(PROCEDIMIENTO]

[Fitrar |—
sobre el filtro de

nitrocelulosa

| solucion buffer acida

100 ml de agua potable
a través de un sistema
de filtracidn al vacio

Dejar actuar
y filtrar
i solucion
Adicionar . S
filtrar y —P» | salina para eliminar los
remanentes de acido

a una caja de
petri con BCYE el filtro
de nitrocelulosa

|
la caja de petri a
36 x 2°C,durante
10 dias

seleccionar las colonias
con caracteristicas
tipicas de
Legionella

las colonias a cajas de
petri con agar
BCYE y BCYE-Cys

las cajas a 36 + 2°C
durante 2 dias

|
las colonias que crecen
en agar BCYE
pero no en
BCYE-Cys,
son positivas
para Legionella

Incubar

prueba
presuntiva

Incubar

Prueba
confimativa

Fig.1. Procedimiento para la deteccion vy
cuantificacion de Legionella spp. de acuerdo con la
norma ISO 11731-2:2004.

Para determinar el limite de deteccién se utilizé la
la formula 1 [14]:
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P#)=1-e™ (1)
Donde,

e: Es la base de logaritmo natural

m: en el nimero promedio de particulas por porcién
analitica.

2.3.2. Precision
La precisiobn se determind como repetibilidad y
precision intermedia.

Para estimar la repetibilidad se hall6 el porcentaje
del coeficiente de variacién (% C.V) a partir del
procedimiento de 13 ensayos. Para ello se
selecciond la diluciéon de trabajo de acuerdo a los
resultados del procedimiento 2.3.1, teniendo en
cuenta aquellos recuentos que estuvieron entre 20
y 100 UFC/100 ml.

r— =
Lo Cl 2% 100

2

Donde s, es la desviacién estandar del conjunto de
datos y & es el promedio.

Para determinar el porcentaje de repetibilidad se
utilizé la férmula 3.
%R =100-C.V 3)
Para determinar la precision intermedia, un

segundo analista llevé a cabo 13 repeticiones bajo
las mismas condiciones ambientales de laboratorio.

Teniendo en cuenta los datos del analista principal
(analista 1) y del secundario (analista 2), se hall6 el
% del C.V global para determinar la precision
intermedia del método.

2.3.3. Exactitud

Este pardmetro se determind a partir de la
comparacion de dos matrices distintas, como agua
potable y caldo peptonado al 0,1 %. Para cada
matriz se evaluaron las diluciones 10°, 107, 10° y
10°, las cuales fueron inoculadas con Legionella
pneumophila subsp. pneumophila partiendo de una
solucion McFarland de concentracion 1. Cada
dilucion se proces6 15 veces, excepto la Ultima, la
cual se filtro por triplicado.

Los porcentajes de recuperacion fueron estimados
utilizando la ecuacion 4.
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% R = (¥ muestra inoculada)/(( X cepa + X
muestra) x 100 4)

Donde %R corresponde al de

recuperacion y X es la media.

porcentaje

2.3.4. Incertidumbre.

La incertidumbre del método se realiz6 de acuerdo
con el modelo global detallado en la norma ISO
29201:2012 [15]. Se establecieron los factores de
incertidumbre que aportan mas al resultado final del
método como se observa en la Fig.2.

La incertidumbre estandar relativa se estimé con la
siguiente formula:
__ =R

TR (5)
Donde Sg es la desviacion estdndar del conjunto de
datos hallados por los analistas y n corresponde al
namero de datos procesados.

La estimacion de la incertidumbre relativa

combinada esta dada por la ecuacion 6.

l e 3 a A
Heomp = _J(J'-‘lf‘qj_}‘ + (l-lfg}‘ + (l"lff}‘ + (l"lf‘lj}‘
(6)

Donde pa; €s la incertidumbre estandar relativa, pg
es la incubacién de la prueba presuntiva, pc es la
incubacion de la prueba confirmativa y pp es el
volumen de la muestra.

La incertidumbre combinada operacional de los

resultados experimentales estd dada por la
ecuacion 7.
II
Hepal — I[:F cﬂ-mbj‘ + (F d,o*psj‘
N @)

Donde, Ucomp €S la incertidumbre relativa combinada
bajo condiciones de reproducibilidad intermedia.

Hdoper €S la incertidumbre estandar relativa
intrinseca del resultado experimental, la cual se
estimé con la formula 8.
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|| 1 (ng+0,5)(ny —ng + 0,52
facer=lne 7 (nz+ D2 (g + 2my?

(8)

Donde n. es el nimero total de colonias presuntivas
contadas, n, es el nimero total de colonias aisladas
para confirmaciéon y ny es el nimero de colonias
confirmadas.

Para la estimacion de la incertidumbre expandida
se definié un nivel de confianza del 95%, mediante
el uso del factor de cobertura K=2 como se observa
en la ecuacion 9.

I 5 1
HE:(_\J (ucomb}‘ + (Jl.lld op}‘)*(z) (9)

Donde Pemp coOrresponde al resultado de la
incertidumbre relativa combinada (férmula 6), y pq
es la incertidumbre operacional estimada con la
férmula 8 (recuentos de la prueba presuntiva y
confirmativa).

Precision
intermedia

Temperatura
de incubacion

muestra

NN e
i

Volumen de la Recuentos de
muestra UFC

Fig. 2. Diagrama de las principales fuentes de
incertidumbre consideradas en el analisis.

2.3.5. Tratamiento de los datos

Se estimaron medias, desviaciones estandar (DS)
coeficientes de variacion (C.V) y se realiz6 una
ANOVA para el analisis de varianza de un factor
entre los recuentos de UFC llevados a cabo por los
analistas.

3. RESULTADOS

En el analisis inicial de agua potable no se detect6
la presencia de Legionella spp. Por lo tanto, se
utilizé6 una concentracién conocida de la cepa de
Legionella pneumophila subsp. pneumophila como
inoculo de los ensayos posteriores.

Los resultados de las diluciones para determinar el
limite de deteccién se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Estimacion del limite de deteccion del
método de Filtracién por Membrana.

DILUCION Recuentos Legionella
UFC/100 ml pneumophila
P+)=1-e™
1X10° 208 1
1X10” 31 1
1X10° 5 0,993262053
1X10° 1 0,632120559

Los resultados permitieron determinar las
concentraciones de las diluciones, las cuales se
clasificaron como alta (10®, media (107), baja (10
8 y el limite de deteccion (10°°).

Este pardmetro contempla la probabilidad de que la
deteccion del analito sea del 95 %, p (+) = 0,95. Los
resultados mostraron que el limite de deteccién se
presenté en la dilucién 10 para la determinacion
de Legionella spp. ya que en 10° la probabilidad de
deteccion fue menor al 95 %.

Los resultados de repetibilidad realizados por dos
analistas se muestran en las tablas 2 y 3.

Tabla 2. Resultados del analisis de repetibilidad del
analista 1.

AGUA Legionella pneumophila
POTABLE subsp pneumophila
Media 8,04
DS 0,07
CV 0,85

Tabla 3. Resultados del andlisis de repetibilidad del
analista 2.

AGUA Legionella pneumophila
POTABLE subsp pneumophila
Media 7,97
DS 0.16
(OAY] 2,05

Los datos de cada analista mostraron un C.V < 3,0
%. El Analista 1 obtuvo un 99.15 % de repetibilidad,
mientras que el analista 2 obtuvo un 97,95 % de
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repetibilidad para la determinacion de Legionella
sp. en una matriz de agua potable por el método de
Filtracién por Membrana.

En la tabla 4 se muestran los resultados del

analisis de precision intermedia

Tabla 4. Resultados de la evaluacion de precision
intermedia para la deteccion de Legionella spp.

AGUA POTABLE Legionella pneumophila

subsp pneumophila

Media 8
DS 0,11
C.V 1,45

La evaluacion de este parametro que se realizé por
los analistas 1 y 2, obtuvo un 98.55 % de confianza
para la deteccién de Legionella sp en una matriz de
agua potable. Adicionalmente, se determiné un C.V
< 2,0 % indicando concordancia entre los
resultados de los recuentos de Legionella spp.
cuando hay variacién de operador o analista bajo
las mismas condiciones del ensayo. Asi mismo,
permitié determinar que el método es reproducible.

De otro lado, cuando se realiz6 el andlisis de
varianza de un factor para los recuentos de UFC en
100 ml de agua potable para la deteccion de
Legionella spp. en las 13 repeticiones realizadas
por cada analista, se obtuvo un valor de F (F < F
critico), indicando que se acepta la igualdad de
medias y que por lo tanto no existen diferencias
que sean significativas entre analistas. De igual
manera, el resultado del coeficiente de variacién
global fue menor al promedio global del analista 1

(C.Vgiobal < fg|oba|) como se observa en la tabla 5,

indicando que el método es preciso y que no existe
diferencia entre los analistas para la aplicacion del
método.

Tabla 5. Andlisis del coeficiente de variacion global.

X global C.Vyiobal

Sglobal

8,01 0,12917796 1,61348526

Los resultados de la evaluacion de exactitud del
método se muestran en la tabla 6, donde se

observan los porcentajes de recuperacion para la
concentracion alta, media y baja.

Tabla 6. Porcentaje de recuperacion de Legionella
Spp. en una matriz de agua potable.

DILUCION Legionella pneumophila subsp
pneumophila
Media DS C.V (%) R (%)
10° 8,40 0,04 0,53 98,87
10" 8,67 0,05 0,62 100,58
10° 875 015 1,72 99,46

Los datos obtenidos muestran un porcentaje de
recuperacion entre el 98 y el 100 %.

Los resultados obtenidos para la incetidumbre del
Método de Filtracion por membrana para la
deteccion de Legionella spp. en agua potable se
muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Valores estimados de la incertidumbre
para la determinacion de Legionella spp. en agua
potable.

Volumen M Hc, rel He
de muestra
100 0,021 0,299 0,844

100

*u = incertidumbre estandar relativa
* Uc, rel = Incertidumbre combinada operacional
*Ue = incertidumbre expandida

4. DISCUSION

La implementacién de métodos normalizados en
los laboratorios de ensayo, constituyen una
herramienta fundamental para desarrollar una
eficiente aplicabilidad de métodos, que a su vez
permiten obtener resultados confiables asegurando
la calidad de los ensayos. Es importante desarrollar
pruebas que satisfagan los requerimientos del
cliente, por lo tanto, una verificacion como la que se
llevé a cabo en este estudio permite demostrar que
se cumplen los requisitos fundamentales que se
requieren para asegurar la confiabilidad en los
resultados [16].

Los resultados del limite de deteccién demostraron
que es posible detectar desde 1 UFC/100 ml con
una probabilidad del 63 % hasta 200 UFC/100 ml
de agua potable para la deteccion y cuantificacion
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de Legionella sp. No obstante, se debe tener en
cuenta que en los recuentos cercanos a 200 UFC
se pueden presentar falsos positivos debido a que
cuando hay mayor numero de colonias sobre el
fitro se observan colonias aglomeradas vy
sobrepuestas, lo cual dificulta el conteo vy
consecuentemente el resultado. Se recomienda
que para el método de Filtracion por Membrana, el
namero de colonias con caracteristicas tipicas debe
estar entre 20 y 100 UFC cuando se utilizan filtros
de 47-50 mm de didmetro [16]. Sin embargo, se
debe tener en cuenta que en el proceso de
verificacion se trabajé con muestra adicionada, lo
cual admitia mayor presencia de UFC, comparada
con una muestra de agua potable sin indculo.

De otro lado, la evaluacién de la precision bajo
condiciones de repetibilidad, demostré que no hubo
diferencias significativas entre los analistas, los
cuales obtuvieron un C.V < 2,0 %, indicando que el
meétodo es preciso, ya que el C.V propuesto como
criterio de aceptacion debia ser menor al 4,0 %. De
este modo, se evidencié que existe concordancia
entre los resultados de ambos analistas y que por
lo tanto se acepta el criterio sefialado ya que el
método es ciertamente reproducible lo cual permite
determinar que el cambio de analista no afecta el
desarrollo microbiolégico del método.

Asi mismo, los porcentajes de recuperacién para
determinar la exactitud fueron superiores al 98 %,
lo cual demuestra que el método de Filtracion por
Membrana para la determinacion de Legionella spp.
en agua potable es exacto.

Algunos métodos utilizados para concentrar
muestras tienen tasas de recuperacibn muy
variables. Sin embargo, el método de Filtracion por
Membrana es mas eficiente cuando se trata de
concentrar muestras con bajo contenido de
bacterias como es el agua potable [17]. No
obstante, la recuperacion y la deteccién de
Legionella spp. en una muestra de agua potable
real puede ser baja, por lo tanto, se esperaria que
los resultados presenten variaciones. Por ello, es
importante establecer criterios de aceptacién del
método y asi saber cuando se admite, se rechaza o
se repite un ensayo, ya que la finalidad de una
verificacion de un método normalizado es
precisamente la de brindarle al cliente unos
resultados confiables, que estén dentro de los
pardmetros que el laboratorio establece.
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Por otra parte, otros estudios han reportado la
pérdida de viabilidad de Legionella spp, cuando se
utilizan medios selectivos y acidificacion para
eliminar microbiota acompafante [17,18]. Sin
embargo, un estudio realizado por Boulanger
(1995), donde se evaluaron técnicas de filtracién y
de centrifugacién para hallar la precisién y la
exactitud en la recuperacion de Legionella
pneumophila encontraron que el uso de medios
selectivos no disminuyé la eficiencia de la
recuperacién [8]. En este estudio tampoco se
observé insuficiencia en la selectividad y
acidificacion de cada ensayo y aunque no era uno
de los objetivos de la verificacion de este método,
los resultados de los analistas demostraron la
similitud en los recuentos realizados. Ademas, con
el uso del control negativo se comprobd la
reduccion de bacterias por la accién del acido.

Aunque Colombia no cuenta con parametros
normativos para detectar y cuantificar Legionella
spp. en agua potable, el Real Decreto 865 de 1993
del 4 de julio, establece los criterios higiénicos-
sanitarios para la prevenciéon y control de la
legionelosis, asi mismo, propone realizar un
seguimiento a las diferentes instalaciones donde se
hayan encontrado concentraciones de Legionella
mayores a 100 UFC/I [19]. De acuerdo a los
resultados obtenidos se comprob6 que el método
de Filtracion por Membrana segun la norma 1SO
11731-2:2004 es una herramienta importante que
permite detectar y cuantificar la presencia de
Legionella spp, en agua potable, incluso en
concentraciones bajas.

5. CONCLUSION

El método de Filtracion por Membrana para la
deteccion y cuantificacién de Legionella spp. en
agua potable permitié determinar desde 1 hasta
200 UFC. Se obtuvo un C.V < 4,0 % demostrando
gque el método es preciso, mientras que el
porcentaje de recuperacion fue > 98 %,
evidenciando la exactitud para la aplicacién del
método en el laboratorio. Adicionalmente, la
incertidumbre expandida obtuvo un valor de 0,844,
indicando que los resultados se pueden expresar
en recuentos de UFC/100 ml + 0,844

Los resultados confiables derivados de la
verificacion de este método garantizan que pueda
ser aplicado a diferentes matrices teniendo en
cuenta factores de dilucién y procedencia de la
muestra. Adicionalmente, es un método que brinda
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informacién importante sobre la calidad del agua,
facilitando la implementacion de estrategias
encaminadas al monitoreo y el control de
microorganismos patégenos en el agua.
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