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IDENTIFICACION DE BACTERIAS COL | FORMES.

POR IA Q.B.P. HERMINIA MARTINEZ RODRIGUEZ

Como miembros del grupo coliforme se incluyen los bacilos =

aerobios o anaerobios facultatives, no esporul ados, Gram ne

gativos que fermentan la lactosa con produccién de |gas en =

48 horas a 35°C. , |

Las bacterias inclufdas en esta definicién serfan: Escherl-

chia coli, Aerobacter aerogenes y formas intermedias.

Se considera que E. col: es habitante normal del lntesttno
de anima!es de sangre callente Y qQue su presencia en una =
muestra de agua . :ndlcarla contaminacién de origen fecal. En

tanto que, Aerobacter derogenes, es también habitantes del

intestino pero es frecuente encontrarlo én suelo, vegetales
Yy en el agua alin en casos en que es poco probable relacionar
SU presencia con contaminacién. con heces fecales, Algunos =

autores piensan que E. coli es el verdadero col iforme fecal.

Los bacilos coliformes han sido grandemente usados como in-
dicadores bacterianos de contaminacién fecal, la cual a3 su

vez se utiliza para determinap la calidad sanitaria del agua,

La presencia de col iformes en el agua establecerfa la proba=-*
bil idad de encontrar en ella bacterias patdgenas intestina-
les. Cabe aclarar que la sola presencia de col iformes no ase
gura la presencia de patégenos, Pero que entre mayor sea el
nlimero de col iformes mayor probabil idad habr§ de encontrar =

patdgenos intestinales en ol agua.

Existen varias razones por las que los col iformes pueden ace-

tuar como indicadores:




1

Se encuentran en nimero relativamente grande en|los dew

sechos.

Los métodos para detectar su presencia se llevan a cabo
con mayor facilidad que los métodos necesarios para de-

tectar patégenos,

Sobreviven en el agua por un tiempo algo mayor que los

patdgenos éntestinales.

Los procesos de purificacibén que causan’sy eliminacién
o destruccién generalmente son igual de efectivos con=

+* tra los patégenos,

La principal caracteristica usada Para identificaciédn de -
col iformes es |ga Fermentacién de |g lactosg con produccidn
de gas Y para la diferenciacidn de los col iformes se utili=
zan pruebas bioqufmicas de las cuales las mas importantes
son: las reacciones del IMViC que son (formacidn de indol

a partir de triptofano, detsccidn de la produccién de acido
a8 partir de glucosa usando como indicador el rojo de metilo,
la formacién de acetil=metil-carbinol como praducte interme
dio del metabol ismo de la glucosa que se observa usando Ia
reaccidn de Voges-Proskauer y 1a capacidad de-utilizar el ci
trato como Gnica fuente de carbono); el crecimiento en medio

de KCN y Ia utilizacidn de malonato y gluconato.

PRUEBAS PARA IDENTIFICAR COLIFORMES,

Existen varios métodos util izados Para la deteccidn de col i

formes en el agua y los mas comunes son: la pruebs presunti

va, la pruebs confirmatoria, la prueba completa, el NMP =
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(ndmero mas probable) de coliformes y la técnica de filtro

membrana.

PRUEBA PRESUNTIVA, - Se basa en la formacién de gas a partir
de la lactosa, esta prueba utiliza tubos de fermentacidn o
tubos de Durham invertido dentro de tubos de ensaye conte-
niendo un medio de cultivo que puede sep caldo lactosado o
caldo de lauril triptosa. Estos tubos serén inoculados con
volumenes de muestra que pueden ser variables util iz8ndose
comunmente miltiplos o submGltiplos de 1 mi, (Frecuehtemen-
te se usan 10, 1 y 0.1 ml. de muestra). La concentraciédn -
del medio de cultiveo podrd variar de acuerdo al volumen del
inéculo. Los tubos ya inoculados se incub;n a 35°C y se che
ca si hay produccién de gas a las 24 y 3 las 48 horas. Si a
las 24 horas de incubacién hay formacién de gas (o sea apa-
ricién de burbujas tanto en el tubo invertido como despren=
dimiento de pequefias burbujas en todo el medio de cultivo)

la prueba Presuntiva es positiva, si no hay formacién de -

—_— . =
~9as deberd incubarse otras 24 horas, si el medio se consepr-

va todavia sin burbujas |a Prueba es negativa y si éstas ya
se han formado Ia prueba es positiva, Ocasionalmente se po=-
dran observar burbujas qué‘no correspondan a la formacién -
de gas por lo cual hay que cerciorarse de que el caldo mues
tra crecimiento bacteriano lo cugsl se puede saber por la -

turbiedad que presentan los tubos positivos de la prueba.

Como otras bacterias también forman gas a partir de lactosa
(Clostridaim y Streptococcus) es necesario hacer la PRUEBA

CONF IRMATORIA.~ Esta pPrueba también utilizas lg Fermeptaci&n
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agar incl inado y se

48 + 3 horas,

W

de la lactosa pero usando medios de cultivo que permiten se

lectivamente el desarrollo de col iformes, o sea que inhiben .
i i lados en una tincién hecha al imi ; | :
s ; ] &l crecimiento b -
el desarrollo de otros microorganismos. Los medios de culti © bacteriano|obteni
do en los tubos de agar incl inado se toman con unsa priuebs =

vo usados son: caldo lactosado con verde bilis brillante o |

e e i LA e

placas en agar de Endo o eosina azil de metileno agar (EMB). completa positiva,

Rk L g

La prueba con caldo lactosado y verde bilis brillante utili
za también tubos de Durham invertidos dentro de un tubo de lactosado con verde bilis brillante, primero debe.sembrarsé‘

ensaye. Se inocula un tubo de estos a partir de cada tubo po en placas de EMB o Endoagar y de las colonias obtenidas ahf

L 2% ¢ - tomar
sitivo de la prueba presuntiva y se incuba a 35°C por 48 + ar para la prueba completa,

3 horas. La formacién de gas constituye una prueba confirma Hg : ' : ‘
; : NMP DE COL | FORMES, - Esta'técnica Proporciona un cllculo ge=
toria positiva. E 5 I ; .
i Proximado del

La prueba con agar Endo o con EMB se hace en placa. Estas - Se utilizan 3 series .de tubos con tubos de Durham inverti-

. » . do ' .
placas se siembran por estria a partir de cada uno de los - S ¥ cor caldo lactosado, cada serie puede ser de 3 o 5 ty-

bos.

tubos de fermentaciédn primaria positivo. Las placas inoculg
das se incuban por 24 * 2 horas a 35°C. Las colonias obteni B Estas series se inoculan con diferantoa Céntidades do | @

das pueden ser rojas, nucleadas con o sin brillo metdl ico B tra cada una (por ejemplo la primers con 10 mls. cada tubo. <
e " ¢ -

que son colonias tfpicas de col iformes, o Pueden ser opacas, ;i la segunda con 1 ml. y |q fencess can 0.1 %l ) i (a4

grandes, mucoides, anucleadas de color rosa Y se consideran - 35°C por 48 horas y se checa la produccién de gas. La sepi
A 3 L] i e
atipicas aunque algunos col iformes pueden dar este tipo de Tf'i que tiene mayor volumen de gy pitade ‘banar s dl. o
colonias algunas veces y todas las dem&s colonias Se consi=- B ~. tivo de doble concentracidn. Del nlimero de tubos' positivos
o iy en

: : : X P ;
deran negativas. Sj aparecen colonias tipicas lg prueba es ¢ cada serije resultard un nlmero (por ejem. en |[a la. serie 4

pPositiva, si solo hay colonias atfpicas debers hacerse |a - g 8 tubos Positivos, en la segunda’ 3 y en |a tercera 2, el ng
= ’ me=
Prueba completa y si no hay colonias tipo coliformes la prue b ro serd8 432) que deber§ llevarse g tablas ya elaboraaas
- . que - -
ba es negativa. E nos darén el NMP de col iformes (en el ejemplo anterjor 4 i

serfa de 39 col iforme or 100 a) i
PRUEBA COMPLETA.- De las colonias tfpicas obtenidas en ‘las o e

placas de agar Endo y EMB se siembra en tubos de fermental

cién secundarig con caldo lactosado y adem&s un tubo con -
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= : Se preferir§ que las membranas filtrantes esten reticuladas y

A e iaci anto a vo= - | : : :
Esta técnica podrd estar sujeta a variaciones en cu | en este caso se colocardn con la retfcula hacia arriba duran-

: i i ino= : : : ;
lumen de indculo, en aguas puras la primera serie podr§ _ : te el desarrollo de la técnica. Asf mismo el material no debe-

con ' . . e
cularse con 100 ml., la segunda con 10 ml. y la tercera | ] rd contener sustancias que puedan actuar como inhibidores del

1 ml. y el NMP obtenido se multiplicard 0.1; por el contra- ; A desarrolilo: bactoriae.

rio si el agua est8 muy contaminada se puede sembrar la pri=-

mera serie con 1 ml., la segunda con 0.1 y la tercera con = R : Para distinguir entre col iformes de origen fecal y de otras =

0.01 ml. y el NMP se multiplicars por 10. fuentes se han usado técnicas que se basan en la capacidad de

los col iformes fecales de fermentar la lactosa a 44+ 5%C,

Los valores obtenidos por esta técnica son algo mas elevados

que los que resultan-de la cuenta por la técnica del filtro Las pruebas para coliformes fecales pueden hacerse por la téc=-

membrana. nica de filtro membrana o por los tubos de fermentacién.

TECNICA DE FILTRO MEMBRANA.~ Se utiliza una membrana que ten- , Para la t8cnica del filtro membrana se sigué el mismo procedi-

ga. capacidad de retener todas .las bacterids. Esta -mepbbana 2 : miento mencionado anteriormente pero la temperatura de incuba-

filtrante se coloca en una unidad de Filtracién y se hace pa- cibén se eleva a 44. 5°C,

sar por ella un volumen determinado del agua que se va a exa=-
La técnica de los tubos miltiples |
. : : | generalmente se hace de la si
minar, luego se retira la membrana filtrante y se coloca en : ‘
guiente manera:

una caja de petri con una almohadilla absorbente que previa=

mente se han humedecido con el medio de cultivo (puede usarse k- De todos los tuboe positivos on 13 pruchs Sren i o

i 20 + 2 horas - 25 ! —
caldo de Mac Conkey o de Endo) y se incuba por e ORas : ; : Una muestra con una asa de inoculacién Yy se siembran tubos con -

i i 1 h r '
en incubadora con humedad o en bafio marfa y se hace el ecuen | medio E.C. los tubos inoku)adok 54) IREGEIRID 44. 5°C por 24 +

i

to. Como coliformes solo se tpmatéi;ggfcuenta las colonias = ' D hepag
obscuras que pueden mostrar brillo metélico en toda la colo=
nia o—en—el centro. = : Con la temperatura de incubacién constituye aquf un factor cla

. _ ve es necesario tenerla bien controlada y esto se logra incu=-
El volumen de muestra filtrada variard seafin el tipo de agua =
9 P 9 bando un bafio de agua de temperatura constante.
anal izada. ‘Todo el material util izado deber$ ser convenlente-

mente esteilizado. : : - _ f_ Es muy importante que la temperatura no varis mas de 0,2°C por

que hay cepas de Escherichia que no producen gas cuando la =

temperatura varfa a mds de 44.5 + 0.2°C.




