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TECNICA ANALITICA PARA LA DETERMINACION DE COLIFORMES FECALES EN 

MEDIO A-1
1. PRINCIPIO DEL METODO

El método se basa  en aislar el grupo coliforme fecal, seleccionando los microorganismos por incubación del inóculo a una temperatura de 44,5°C, utilizando la técnica de tubos múltiples.

2. DEFINICIONES

· 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 Campanas Durham

3.8 Mechero Bunsen 

3.9 Balanza de precisión de sensibilidad mínima 1 mg.

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

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

3.12 Otros materiales de uso habitual en laboratorio. 

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 horas como control de esterilidad.

4.4 Medio de cultivo A-1: se disuelve la cantidad adecuada (según sea concentración simple o doble), para medio simple disolver 31,5 g de medio A-1 (simple) en 1 L de agua destilada y calentar, si es necesario, hasta dilución completa y ajustar el pH de acuerdo a lo indicado por el fabricante (6,9±0,2).
· Distribuir en volúmenes de 10 mL en tubos de cultivo con tubos Durham en su interior. 

· Esterilizar en autoclave a 121°C durante 10 minutos. Almacenar en oscuridad a temperatura ambiente por no más de siete días. Ignorar la formación de precipitado.

5. PROCEDIMIENTO 

5.1 Muestra. 

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

5.2 Diluciones

5.2.1 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.

5.2.2 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.

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

5.3 Inoculación: las muestras se inoculan de acuerdo al siguiente procedimiento:
5.3.1 Antes y después de realizar las inoculaciones, la boca del frasco de la muestra deberá ser flameada con objeto de evitar contaminación.
5.3.2 Inocular 5 tubos de fermentación con 10 mL de medio A-1 concentración doble, con 10 mL de muestra.

5.3.3 Inocular 5 tubos de fermentación con 10 mL de caldo A-1 concentración simple, con 1 mL de la muestra.

5.3.4 Inocular 5 tubos de fermentación con 10 mL de caldo A-1 concentración simple, con 1 mL de la dilución 1:10 de la muestra.

5.3.5 Inocular 5 tubos de fermentación con 10 mL de caldo A-1 concentración simple, con 1 mL de la dilución 1:100 de la muestra.

5.4 Incubación: Los tubos inoculados deben ser agitados suavemente para mezclar la muestra con el medio de cultivo.
5.4.1 Incubar los tubos de fermentación a 35°C por 3 horas.

5.4.2 Retirar los tubos de la estufa y sumergirlos en el baño termostatizado a 44,5°C, de tal forma que el nivel del agua del baño sea superior al nivel del medio en el tubo, Incubar por 21±2 horas.

5.4.3 Junto con la incubación de las muestras llevar un control positivo E. coli, un control negativo Enterobacter aerogenes, de blanco del medio y una réplica por grupo de muestras.

5.4.4 Después de terminado el periodo de incubación, registrar los tubos que presentan alguna formación de gas y enturbamiento, dentro de 24±2 h, como reacción positiva para coniformes de origen fecal.

6. CALCULOS Y RESULTADOS

6.1 El número más probable (NMP), se obtiene de la serie de tubos positivos del ensayo confirmativo expresado en la tabla de número más probable (para aguas crudas, usar Standard Methods (2005). El NMP para combinaciones que no aparecen en la tabla, o para otras combinaciones de tubos o diluciones, puede ser estimado por la siguiente fórmula:

NMP/100 mL=                                     Nº de tubos positivos x 100                                                      

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