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[image: image2.png]© materel utizado sert:

- Pona et d 1 con dodén g7 (0 bsorbentl cue acterd
comofilro.

Selbos de ensayo estérles que contienen agua estéri.

~ Tapones de corcho ostéries.

- Piscas Pauri de 10 cm de didmetro.

- Viecie do cultvo de sgar PCA o sn su defecto agar nutitvo.

Tecnica:

£ método smpleado es el de diluciones decimales seriadas con posterior
s el ngeulo de cada dilucién en placas de agar PCAI".

Este método consiste e

< Se agitard vigorosamente el frasco de la muestra invirtiéndolo tantas
Veces como sea preciso.

2 Una vez preparado todo el material estéil se llevard a cabo uns serie de
Hcions. &6 roalzaré una primera dilucion del sgua al 1:10 afadiendo
o pipets astéri 1 i da la mugstra a tubo de ensayo con § ml de egua
2301y posterior agiacion.

3 56 haré una segunda diluci6n dl agua al 1:100 afadiendo 1 mi ds la dlu-
S50 anterior con olra pipeta estéril a un tubo que contiene § mi de sgua
Zaéri, volviando a homogeneizar.

£ S realizers una tercera dilucion del agua al 1:1.000 utilzando la misma
Tacnica que en los apartados 2 3

Se procederd de igual modo para una cuarts dilucion, siendo muy impor-

Sonts iz una pipeta distinta y estér para cade cilucion.

= Inmediatamente después de dichas diluciones (tantas como se descal 5o
I esterd s 1a siombra e as Gitmas diluciones en pleca Petr uyo medio

B culio estér] uel correspondar a ogar ULTVo, gar SXIFGCID Uriptosa

Slucosado o galatina

Lo siombra se realzard con un indculo do 0,6 mi o a veces 1 m, trabajan-

o malor genoraimonte con 0,5 mi de las tres Gitimas diluciones. Se

adrén tamtién utizar indculos menores.

5 Una vez sombradas las placas se incubardn en estufas de Gulivo en oscuridad
S orarts 24 hotas, saturadas o humedad o a 20 °C durante 48 horas.

< Transcurrido este tiempo, se procederd al recuanto de colonias observa-
e ae Placas. ASi por siemplo, si no se obseryo crecimianto en a5
O on cortaspondiontas a lss iuciones 104 y 102, pero si en [a placa
D ondiomte a 1a ciucion 10%, o ndmero total de microorganismos se
Fallsia s parir de a ecuacidn siguiente

we ki
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[image: image4.png]formadores de esporas, que fermentan la lactosa con produccion de gas y
i a 37 °C en un tiempo maximo do 48 horas. Si estos colformes son feca-
e resentaran a3 mismas caracteristcas anteriores a las que ademds so Ies
Tafen s producaon o dodo yges 8 44 °C . 05°C o un tameo méximo
= 28 horas.

La detorminacién de coliformes se reslizaré mediant los siguientes pasos:

+ Colimtia presuntiva.
* Colimetria confimativ
© Detarminacin de coliformes: prusbas da IMVIC.

5.1. COLIMETRIA PRESUNTIVA|

Objetivo:
Estudiar preliminarments la posibl presencia de bacterias del grupo colifor
me indicativo de posible contaminacion fecal.

Fundamento:

Esto prueba se basa en la bisqueda y determinacion del nimero de colifor-
mes mbdiante 1a siembra de distintes cantidades de agua problema (0.1 mi,
Tty 10 i) en una bateria de tubos con medio caldo lactosado y un indicador
oot cus virard ante Ia presencia de medio écido 3 color amarilo transcurr:-
Gas 203 48 horas, seoin 05 casos, después de su incubacion. Posteriorments.
<& revelard a wavés de las tablas NMP (nmero s probablel. En funcion de
oo bt (Gaso posivs)se pasard 1o sgienie prue, o ol
metia confirmativa

Materiat:

+ Tubos de ensayo con caldo lactosado simple v doble concentrado con
incicador e pH1 o medios fiquidos do caldos MacConkey que contienen
on 4 composicion lactosa y presentan un indicador de pH* que viraré a
“olor amarilo onta Ia presencia de scidez on el medio, hecho que se pro-
Gace Cuando o metaboremo e 1a bacteria fermenta i actosa. Adems.
Tos tubos contendrn unas campanas Durham (pequefos tubas do vidrio
I vertiaes) pera retener ¢l gas que 56 genera en 103 pracesos metabolicos
e los colformes presentos on el agua.

+ Pipetas estéries de 0,1 mi, 1 mly 10 ml para nocular e agua problema en
To£ Ubos de media de cultivo do caldo lactosado.

+ Bano termostato 3 unos 44 °C.
+ Estufa do culivo 37 °C, £1°Cy 44 °C, £0,5°C.
+ Mussira de agua problema.

000 ar e purpur o bromoeresl por i da oo sctosede
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[image: image6.png]3. Se homogensizarn todos los tubos sembrados y se incubarén a 37 °C,
17, durante 24 horas. S ol resultada fuese neqativo o dudoso transc.
rido o412 t1empo, se esperaria hasta 48 horas, = 3 horas.

Rosultados:

La colimetria presuntiva es un procedimiento en el que una reacion negati
va ya excluye la presencia de bacterias del grupo coliforma, no teniendo
mucho sentido sequir con ol procesa. Una reaccion positiva, por dibil du
fusse, indicaria su posile prossncia por lo aue se deberia coniinuar con el pro.
ceso de andlisls,colimelria confirmativa y prucbas do IMVIC.

Se veriicard el orecimiento y, por tanto, la presencia de colformes cuando
e produzcan los siguientos procesos:

+ coloracién amarila en el caldo lactosado o medio MacCankey gracias al
viraj del indicador do pH| debido a I formantacion da a actosa que scr
difcard ol medio.

+ formacion de gas, hecho que sa constata por o actmulo de st en las
campanas Durharm.

Si esto se produce asi ras 24 horas, = 2, do su incubacion la presencia de
colformes fcales serd posiva. A partir de aqui se consideraran 105 twbos.
positivos (color amarillo con gas), ligeramente positos (igeramente amarifos
£0n o sin gas 0 negativos, presentando cada tubo disinta numeracion del 1 a1
5'sagin sea muy positivo (51 0 o 1o sea (0], existiendo tantas combinacionss
como tubos con positividades o negatividades puedan aparecer en cada una
e 125 3 sorios do 5 1bos cada una.

Generalments, cuando un agua da mussireo presenta contaminacién fecal
dan todos los wbos posiivos o fuertemente posiivos, hecho qua nos permite
basar a la prusba siguients.

colorpirora Farmartacon e scioss  Color smarloy g2
P smiv proben s i
Pruebsnegatv [— [mp—

Fig. 113, Resultados posiles en calimetia presuntiva,

T3 ) pirpursdo bromocrosolpr v docald cissdo
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[image: image8.png]Fig. 1.8 (1, medio cado lactasado recién inoculado con pirpura de bromocresol y

Carapanss Durharn (), &/ mismo modio despuss do 4 horas de ncubaciin @ 37°C

s cbserys feementatién da actasa son produccidn do s (brueba posite)
& Granados. Dapartamento do Microbiologi. Univesidad Alcal de Henares

5.2. COLIMETRIA CONFIRMATIVA-

Objetivo:
Estudiar y confi
Fundamento:

presencia de colformes totales y feceles.

+ Para la realizacion da esta pruebo sor necesario que el procedimionto
anterior {colimeria presuntiva) haya dado positva. For tanto, sdlo los
Ubos positivos serén utizados sau

+ Consistiré on la resiembra en medlos de cultiv selectivos v diferenciales,
o dichos 1ubos positivos incubdndolos a 37 °C, = 2 horas, durante 24
948 horas, = 3 horas, on os casos dudosos.

Material:

+ Tubos positivos de la prusba anterior

+ Medio de cultivo sdlido en placas Petri de agar-lactosa eosina-azul de

metiono (Lavine) EMB, etc. (véase i toma 1 “Medios de cultivor), para el
Erocimiento selectivo y diferencial de colfformes fecales.
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[image: image10.png]sspecialments todas aquelas bacterias del grupo colforme (enterobacte
rias lactosa positiva) aunue tambion pueden cracer Gram negativos o
calformes.

* Las bacteras colformes v, por tanto, fermentadoras de lactosa, dan colo-
nias muy caracteristicas, Opacas, de colores rosa azulado o viclota sogin
ol tipo do bactoria. Pueden tenr un refisjo metélco verdoso, hecho aue,
por elemplo, es muy caracteristico de €. col.

+ Asi pues, si las colonias aisladas son fermentadoras de lactosa con pro-
duccion de gas y oxidasa negativa en principio se puede considerar quo
hay colformes totales.

+ Si las colonias aisladas son lactosa positva, con produccién de gas o sin
el pero oxidasa positiva, o existiran i coliformes totales ni focales.

+ Si tras una Incubacién a 44 °C de caldo lactosado en principio y modio
Levine despuss, dando sus resultados positvos en un tiempo de 24 Noras
o antes, no serb extrictaments necesario hacor la prucba do a cxidasa va
ue se Considerara posiliva la pruoba de coliformes fecales

« En ol madio Lavine lss colonias podrian presentarsa de la forma siguionte:

~ Para Escherichia colilas colorias son d borde entaro on centro puru-
lento de color verde negruzco y con refiejos de brilo metslico carac
teristicos.

~ Para Enterobacter cloacae y Enterobacter aerdgenes las colonias pre-
sentan un crecimiento concluyenta de aspecto isaceo o violaceo muy
opacas y sin brilo metaico.

- Pora enterobacterias lactosa negativo las colonias suelen ser ranslicidas.

e Prts bioguinicss MVIC
S g PR+
Cosospricos postves Moo Lvine

S

Fio, 11.5.Estuliodo fas colonias colformes
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[image: image12.png]prueba de Voges-ProsKawer. Esta prucba va a detorminar la capacidad
que prosents o microorganismo probloma para produci acetoina o acetil
etl Garbinol que es un producto intermedio us s forma on la degrada-
Gién do la glucosa, produciendo acotoina aquelias bacterias que utiizan
ina fermeniacion butano didica, Para osta determinacion ol medio utlize-
do'ss &l da Clark y Lubs 6n wbo y com reaciivo (para su revelado) natol
21 6% en medio aicohol y unas gotas de KOH d0%.

C: prusba de citrato de Simmons. Esta prugba va a doterminar Ia capacidad
Gue presenta ol microorganismo problema para utiizar el Cato como Grica
flente de carbono, Para ello sb utizard of medio sldo de citrato do
Simmons en tuba inclinado y su siembra s@ realizard por picadura y estra

ndol | Rojo matil | VogesProstaue | Utlizacion
el crata
Shigefls® B T = =
Ecchoricnio H i £ .
Ssimonely® G + e i
i 5 i 4 i
Crohactor o + 4 :
Kiebscis I i i
Entorobacter Es = Ge 1
Serada s E i i
Harn 2 X i i
Froteus* : ; 5 M
Fiovidoncia® + + - i

Tabia 11.2 Aesuliados IMVIC

Fig, 117 Fotograts de pruebas
IMVIC. 1. Voges-Proskorr (color
Salméryprueba postiv). 2 Cado
gwosada (clor 10j-prusbe posi-
Va1 3. Citrato (color aau-pruba
posiivl. 4. Indol fnilo j0 ol
partssuperior-preba posita)
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[image: image14.png]7 STREPTOMETRIA. PRUEBA PARA DETERMINAR
LA PRESENCIA O AUSENCIA DE STREPTOCOCUS FAECALIS

bjetivo:
cterminar on la muestra problema la presencia o no de estreptococos
soncialmento Streptococcus faecalis, Que en Geso posiivo seria indicativo de
Etaminacion fecal de las aguas ue se analizan.

Fundamento:

2226 s inocuiacion de distintos volimenes de muestra problema en una
2227, e rubos con medio do culivo Rothe (azids glucosado, véase el ema i,
i<iios de culfivo’ a 37 °C durante un maximo de 48 horas. Posteriorments
oo 3 Tabiacion NMP para estreptococos (NGmero Mas Probable) se determi-
%2 &/ nimer da estreptococos.

« Pipetas estérles y graduadas.
- Estufas de cultvo 237 °C.

- Medio de cultivo, generlmente Rothe, donde la presencia de azida sddica
el composicion va o Inibi a todas as bacterias Gram- y gran parte de.
2% Gram+. Parmitiondo el culivo de Streptococus faecalis

+ Musstra do agua.
Tienica:

1.Ss dispondré de una gradila con uns serie do tubos de medio de cultivo
Raihe fde'3 2 5) segun 1 tabla de NMP que se hallaconsiderad.

Con fas pipetas estériles tomaremos los volimenes indicados (5 millros
Grablem por ejemplo) y 1o vertemos en condiciones de tota esteriidad
2 la batera do tubos (contendran 5 milltros ds medio Rothe doble con-
Zenirado), homogeneizandose la mezcla.

3 Una vez sembrados se inocularén a 37 °C en estufa de culivo duranie un
maximo de 48 horas.

Interpretacitn y resultados:

e considerarén tubos posiivos aquellos quo presenten turbide: o sedimen-
= sosteriormente, de acuerda con los resultados se recontars el namero de.
o Ptacotos con la tabulacion da NMP. A perii de 05 tubos positivos s¢ pue-
e aTuar s a6 desea pruebas de confirmacion tales como Siembras en KAA
eimicina esculina azida), prueba de la cataasa, tincion de Gram, etc
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