[image: image1.jpg]Grupo de
Ingenieria
y Biotecnologia
Ambiental




[image: image2.png]


[image: image3.png]




TECNICA ANALITICA PARA LA DETERMINACION DE COLIFORMES TOTALES

 (MEDIO LST – BVB) Y FECALES (MEDIO EC) POR TUBOS MULTIPLES MEDIANTE EL NUMERO MAS PROBABLE.
1. PRINCIPIO DEL METODO

El método se basa en la capacidad que tienen las bacterias coliformes de fermentar la lactosa con producción de gas (CO2), al ser incubadas a 35°C ± 0,5°C durante 48 h.

La técnica del NMP (número más probable) comprende siempre una prueba presuntiva y otra confirmativa. Esto es así porque una positividad en un tubo de la prueba presuntiva no indica necesariamente la presencia del grupo bacteriano a determinar (Coliformes Totales, Coliformes Fecales o Estreptococos Fecales), sino que es tan solo es una presunción, que habrá de confirmarse posteriormente.
Sin embargo, una negatividad en la prueba presuntiva permite dictaminar la ausencia de dicho grupo bacteriano en el agua examinada.
La denominada prueba presuntiva consiste en una metodología de tipo general para cualquier grupo de bacterias, mientras que la prueba confirmativa es específica.
2. DEFINICIONES

· Bacterias Coliformes totales: comprende todos los bacilos Gram negativos, aerobios o anaerobios 

· Técnica de tubos múltiples: Método cuantitativo para estimar la concentración de bacterias presentes en el agua, mediante la inoculación de una serie de tubos en concentraciones decimales decrecientes de la muestra, en un medio de cultivo adecuado, las cuales se incuban en condiciones de tiempo y temperatura determinados.

3. APARATOS Y EQUIPOS

3.1 Autoclave regulable a 121°C.

3.2 Incubadora a 35°C

3.3 Baño termostatado, con tapa a 44,5°C 

3.4 Peachimetro.

3.5 Pipetas bacteriológicas de 2 mL con subdivisiones de 0,1 y de 10 mL con subdivisiones de 0,1 mL.

3.6 Recipientes para pipetas rectangulares de acero inoxidable, resistente al calor provisto de tapa.

3.7 Balanza de precisión de sensibilidad mínima 1 mg.

3.8 Tubos de cultivo 20 mm x 150 mm tapa rosca, 16 mm x 150 mm tapa metálica, 10 mm x 125 mm tapa rosca

3.9 Campanas Durham 

3.10 Tubo de cultivo 16 x 125 o 150 mm tapa rosca para agua tamponada.

3.11 Asa de inoculación bacteriológica.

3.12 Gradillas para tubos de 18 x 150 y de 20 x 200.

3.13 Mechero Bunsen (Posible de alcohol)

3.14 Otros materiales de uso habitual en laboratorio. (Botellas de vidrio Schott Duran de 1000 mL y 500 mL para preparación de medios)

4. REACTIVOS Y SOLUCIONES

4.1 Solución stock Fosfato monopotásico (KH2PO4): disolver 34 g de fosfato monopotásico en 50 mL de agua destilada, ajustar el pH a 7,2 ± 0,5 con solución normal de hidróxido de sodio 1N y diluir a 1000 mL con agua destilada.
4.2 Solución Cloruro de Magnesio (MgCl2 x 6 H2O): se disuelven 81,1 g de MgCl2 x 6 H2O en un litro de agua destilada. 

4.3 Agua tamponada para dilución: tomar 1,25 mL de solución stock KH2PO4 y 5 mL de solución stock de MgCl2 x 6 H2O y aforar a un litro con agua destilada.

· A partir de esta solución dispensar 9 mL en tubos tapa rosca para agua tamponada.

· Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos 

· Seleccionar los tubos de agua que hayan mantenido un volumen de 9 mL e incubar un tubo en estufa a 35°C por 24 o 48 h como control de esterilidad.

4.4 Medio de cultivo Lauril Sulfato Triptosa (LST) FASE PRESUNTIVA: se disuelve la cantidad indicada en las instrucciones del medio deshidratado (según sea concentración simple 35,6 g o 71,2 g (doble) en agua destilada. Mezclar muy bien y calentar, sólo si es necesario, para disolver. 

· Distribuir en volúmenes de 10 mL en tubos de cultivo con tubos Durham en su interior.

· Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Almacenar en oscuridad a temperatura ambiente por no más de siete días. Ignorar la formación de precipitado.

· El pH debe ser 6,8 ± 0,2 después de la esterilización.  
4.5 Caldo Bilis verde brillante (BVB) FASE CONFIRMATIVA

Se disuelve la cantidad indicada en las instrucciones del medio deshidratado en agua destilada. Mezclar muy bien y calentar, si es necesario, para disolver. 

· Distribuir en volúmenes de 10 mL en tubos de cultivo con tubos Durham en su interior.

· Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Almacenar en oscuridad a temperatura ambiente por no más de siete días. Ignorar la formación de precipitado.

· El pH debe ser 7,2 ± 0,2 después de la esterilización.
4.6 Medio EC FASE CONFIRMATIVA: se disuelve la cantidad de 37 g. del medio deshidratado en agua destilada. Mezclar muy bien para disolver. 

· Distribuir en volúmenes de 10 mL en tubos de cultivo con tubos Durham en su interior.

· Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Almacenar en oscuridad a temperatura ambiente por no más de siete días. Ignorar la formación de precipitado.

· El pH debe ser 6,9 ± 0,2 después de la esterilización.
5. PROCEDIMIENTO 

5.1 Toma de Muestras

Las muestras para el análisis bacteriológico, se deben tomar en frascos muestreadores que se hayan lavado con extremo cuidado y esterilizado.

En su interior añadir, previo a la esterilización, 0,1 mL de solución de Na2S2O3 (tiosulfato de sodio) al 10%, por cada 120 mL de muestra con el propósito de neutralizar la acción del cloro que pudiera contener la muestra, cubriendo además el tapón del frasco hasta el cuello con papel aluminio.
El análisis bacteriológico de la muestra debe practicarse inmediatamente después de su recolección. Es por ello que se recomienda que, de no efectuarse así el análisis, se inicie dentro de las dos horas próximas a la recolección de la muestra y en ningún caso, este lapso debe de exceder de 24 h para agua potable y de 6 horas para otros tipos de agua, para que sea válido el resultado del análisis.

Durante el período que transcurre del muestreo al análisis, se debe conservar la muestra a 4°C, con objeto de inhibir la actividad bacteriana para no obtener resultados falsos o dudosos.

5.2 Ensayo presuntivo. 

Muestra. 

5.2.1 Antes de efectuar los cultivos, la botella con la muestra y las diluciones, deben ser agitadas vigorosamente, con movimientos hacia arriba y hacia abajo.

5.3 Diluciones

5.3.1 Dilución 1:10. Tomar para ello 1 mL de la muestra y depositarla en un tubo de ensayo con 9 mL de agua de dilución estéril.

5.3.2 Dilución 1:100. Tomar para ello 1 mL de la dilución 1:10 y depositarla en un tubo de ensayo con 9 mL de agua de dilución estéril.

5.3.3 Si se desean más diluciones se efectúan de igual forma, de acuerdo a la cantidad de microorganismos esperados.

5.4 Inoculación: las muestras se inoculan de acuerdo al siguiente procedimiento:
5.4.1 Antes y después de realizar las inoculaciones, la boca del frasco de la muestra deberá ser flameada con objeto de evitar contaminación.
5.4.2 Inocular 5 tubos de fermentación con 10 mL de caldo LST concentración doble, con 10 mL de muestra.

5.4.3 Inocular 5 tubos de fermentación con 10 mL de caldo LST concentración simple, con 1 mL de la muestra.

5.4.4 Inocular 5 tubos de fermentación con 10 mL de caldo LST concentración simple, con 1 mL de la dilución 1:10 de la muestra.

5.4.5 Inocular 5 tubos de fermentación con 10 mL de caldo LST  concentración simple, con 1 mL de la dilución 1:100 de la muestra.

5.4.6 Normalmente, siempre que no se sospecha que el agua contenga elevada carga bacteriana, solo se inoculan estas tres primeras series de tubos. En caso contrario, será necesario inocular otras series y por lo tanto, realizar diluciones de la muestra original.
5.4.7 Incubar todos los tubos a una temperatura de 35 °C durante 24 - 48 h.
5.4.8 Después de 24 h de incubación efectuar una primera lectura para observar si hay tubos positivos, es decir, con producción de ácido, si el medio contiene un indicador de pH, turbidez y producción de gas en la campana Durham. Al hacer esta verificación es importante asegurarse que la producción de gas sea resultado de la fermentación de la lactosa en cuyo caso se observará turbidez en el medio de cultivo y no confundir con burbujas de aire. Para evitar este tipo de confusiones es recomendable revisar las campanas Durham antes de proceder a la inoculación y desechar aquellos que contengan burbujas de aire ó de alguna manera eliminar éstas y así poder utilizarlos.
5.4.9 De los tubos que en esta primera lectura den positivos, ya se pueden hacer las pruebas confirmatorias para coliformes totales y coliformes fecales.
5.4.10 En caso de no apreciarse alguno o todos los cambios mencionados en el resto de los tubos, continuarán en incubación 24 h más.
5.4.11 Después de 48 ± 2h a partir de la inoculación, se hace la lectura final.
5.4.12 Si pasadas estas 48 h tampoco se aprecia turbidez ni producción de gas, los tubos se toman como negativos.
· Si el total de tubos son NEGATIVOS: El examen se da por terminado, reportando la AUSENCIA DE COLIFORMES TOTALES Y FECALES en la muestra analizada.

· Todos aquellos tubos que den POSITIVOS para prueba presuntiva se anotarán convenientemente y se procederá a realizar la PRUEBA CONFIRMATIVA para Coliformes Totales y Fecales.
5.5 Ensayo confirmativo para coliformes totales

5.5.1 A partir de cada uno de los tubos que han resultado positivos en la prueba presuntiva, agitándolos previamente para homogeneizar, inocular con tres asadas tubos conteniendo caldo Lactosa Bilis Verde Brillante (BVB). 
5.5.2 Incubar durante 48 ± 3 h a 35 ± 0,5 °C.
5.5.3 Examinar los tubos a las 18 ± 1 h y 48 ± 3 h de incubación y anotar el número total de tubos que presenten formación de gas en cualquier cantidad.
5.5.4 Dentro de 48 ± 3 h constituye un ensayo confirmativo positivo.
· Si se observa turbidez y producción de gas: La prueba se considera POSITIVA, debiendo anotar el número de tubos positivos para posteriormente hacer el cálculo del NMP.

· Si en ninguno de los tubos se observa producción de gas, aun cuando se observe turbidez: Se consideran negativos, estableciéndose el Código 0,0,0 para efecto del cálculo del NMP.

5.6 Ensayo confirmativo para coliformes fecales

5.6.1 Someter a ensayo confirmativo todos los tubos que han resultado positivos en la prueba presuntiva con caldo LST a las 24 y 48 h de incubación a 35°C 
5.6.2 Homogenizar los tubos positivos del ensayo presuntivo por agitación o rotación suave. Los tubos con caldo EC deben estar a temperatura ambiente antes de la inoculación.
5.6.3 Transferir una asada completa del cultivo viable desde los tubos positivos del ensayo presuntivo, a un tubo de fermentación con caldo EC.
5.6.4 Junto con la incubación de las muestras llevar un control positivo Escherichia coli, un control negativo Enterobacter aerogenes, un blanco del medio y una réplica por grupo de muestras.
5.6.5 Incubar durante 24 horas a 44±0,5°C, observar presencia de turbidez y gas. 
· Si se observa turbidez y producción de gas:

La prueba se considera POSITIVA, debiendo anotar el número de tubos positivos para posteriormente hacer el cálculo del NMP.

Si no se observa producción de gas, aun cuando se observe turbidez:

· Se reporta la AUSENCIA DE COLIFORMES FECALES.

6. RESULTADOS

De acuerdo a los tubos positivos en las pruebas confirmativas para coliformes Totales y Fecales:

6.1.1 Determinar un código de tres cifras con la combinación de tubos positivos y negativos obtenidos en cada dilución, en el ensayo confirmativo para calcular por referencia en la tabla
6.1.2 Con el código establecido, entrar a la tabla NMP de Standard Methods y leer directamente el número más probable de bacterias coliformes por 100 mL, en la columna correspondiente al número de tubos sembrados en cada dilución.
6.1.3 En caso de no encontrar en las tablas la combinación de tubos adecuada, emplear para los cálculos la siguiente ecuación:
NMP/100 mL=                                     Nº de tubos positivos x 100                                                      

                 √ (mL de muestra en tubos negativos x mL de muestra en todos los tubos)

7. 
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