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PRESENTQCId

El present manual pretén ser un recull de les técniques
mes ampreades =n I "Tanalisa de les aigues. L. "elaboracidé
d*aguest recull de tecniques =‘ha encaminat essencialment a

la seva utilitzacid com a Quid on les practiagues del curset
"AN&lisis qguimigues 1 microbiocldaiques de les aigques”, sense
pretendre ser un compendi de totes les metodoloaies empreades
en els esmentats andlisis, sind un resum de les técnigques més
usuals.

Fer a facilitar 1 “us dfaquest manual hom pot obserwvar
aue les diferents técnigues descrites s ‘han estructurat de la
=eqgiient formai: una introduccid, on es resumeix 1 "aplicacid de
la t2cnica Aixi com els seus obiectius, una descripcio dels
diferents materiale 1 medis a utilitzar, un protocol de la
orova, una discusidé an = "explica com interpretar els
resultats obtinquts. fent també referéncia a les ventatges 1
desventataes de la técnica empreada.

Yoldriem aagrair a tots aguells gue han col.laborat, de
forma directe o indirecte. =2n 1l ‘elaboracié d‘*aguest curset,
especialment als departaments de HMicrobiologia i d*Ecoloqgia
de la Facultat de Biologia, i al departament de Microbiologia

i Parasitologia Sanitaria, Facutat de Farmacia., Universitat







de Barcelona. »le auals han vosat a3 la nostre oilsposicio tot

alld oue ens era necessari ocr = la nreparaclo i1 r2alitzacio
A nrset.,

Yaraim tambeé = Dir. ., Lucena {(Deot. de HMicrobioloqgia,
Fac. TFiologia). Joseo fAnton Horaua (Dept. d-*Ecologia, Fac.
Bi 0l cai ) i Floria Falobart Dept. e Microbiolooia 1
FParasitologia Sanitaria. Fa2c. Farmacia). pel =seu ajud en la
prenaracio del curset, 111 com npel 2port del material

necessari per a 1l ‘elaboracid dfaauest manual.

|’|]

Finalment cal esmentar qgue aguest curset no hauria estat

possible sense el suport institucional i economic de la

Societat Catalana de Biologia (filial de 1 E.C.).

Joan F. Guasch Sanroma

Barcelona, octrubre de 1988
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INTRODUCCIO

LTaigua es Luna =substancila +onamental pels éssers vius,
incrementant La ZRVA 1 MpoOrtanci a a mida e auamenta la
coblacid i mllora ei nivell de 1da. Tant mateix, 1 *aigua
tamoé dg . un 2hiclae a —onsirderar =ig] la transmisio

d*intermetats. Ja =] =meole passat == va associar per primer
cop |l o5 epidémies de =almonelosis i de colera amb la
contaminacid fecal de 1 "aigua. prosteriorment = °*ha comprovat
que 1 *aiqua centaminada pot nssaer ol medi de propagacid de
nombroses malalties,.

A finals del seale YIX s ‘identifiqguen =2ls agents
ratoaoens ~ausants d*infeccions issocl ades 3 1 faigua
comprovant que =2ren microorgani=Emes excretats amb les femtes
dfindividus infectats. A partir d‘aqui s*inicia la recerca
d*indicadors tecals rer tal d*evaluar 21 risc sanitari de
1*us de 1 *aiqua. Dins d‘faaquests indicadors trobem els grups
dels coliforms totals, coliforms fecals, estreptococs fecafs.
Claostridium perfrinaens. Bifidobacterium s=sp i fags de
Bacteroides. aproximant—cse tots ells a 1les sequents
caracteristiques:

- Estan presents només a 1les femtes d‘*animals homeoterms, i
en concentracions superiors als patdagens en animals

infectats.







- Existéncia de correlacid ontre 1 'indicador 1 =1 patogen.
-2E/RTw] m2ad1 2auatic ™M1ISTELY una &volucio narai.lela entre

indicacor 1 opatonen.

- 24n no patoaens i de facil cuantificaciae.

l.a seva deteccid PS not realitzar amb 1 *ajud de tests
2speci fics per cada indicador concret.
Ne totes faormes, | fus gxclusiu d*indicadors +ecals ens

rot induir a errors de subestimacid del risc sanitari de les
ajQues. donada la preséencia de certs microoraanismes patoéogens
oportunistes amb capacitat de multiplicacidé en ambients
aguatices 1 d"origen no exclusivament fecal. 2N canvi poden
resultar freaqients en aiailies residuals doméstiaques, de forma
aue s‘ha revelat com a sumament 4til per 1 ‘evaluacié, directe
o indirecte. dels risc sanitari de 1 "aiqua. 1 "us dels
"pat hoens indicadors'. definits com a patogens oportunistes,
relacionats amb ambients agquatics enriguits per matéria
veaetal 7  per vessaments rics en nutrients 1 associats
normalment a wvessaments d"aiagues residuals ( Hoadley i Dutka,
1977) ..

Actualment s‘accepta 1 "analisi dels coliforms fecals com
al millor indicador de la qualitat de 1 "aigua respecte al
risc d*infeccid. ia sigui per ingestid o contacte. No
obstant. és sumament efica¢ complementar el seu analisi amb
1*estudi d*altres microorganismes també d‘origen fecal., com
poden ser =ls estreptococs fecals, Clostridium perfringens,

Salmorella i enterovirus.







TEMENTR0OeES 1NTRCClOoOnNs Dbacterlaneges, cal

2ementar la imnortancia de |

( r transmisio
de nombroses n4lalties de tram=misio hidrica ocasionades per
nara ‘notozous) 1 virus (Heparti . AVIFLUS., v
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OBTEMCI

Feyr asseair ar 2l wvalor =ignificatiun ce les mostres ens
~aldria nrendare una seérie de precauncicns vl Sfhora de la sewva
~mcpnl.lecci1d 1 Transport.

les nOSTres 2 fai1qua 1S seculliran en un reciplient de
sidre previament =steriiitzat. i"2comanant sspeciaiment =ls de
boca amnle. 23 1 "aiaqua esta clorada cal eliminar el clor
reduint-1o amb Fiosul fat D.01M, abans de la sewva

esterilitzacio, de tal forma que al agatar la mostra el
+tiosulfat reduiria el clor impedint que actui.

Per ohtindre mostres dfaiqua dfuna aixeta en cal
flameiar—la i deixar—la ocberta durant uns 5 minuts abans de
recollir 1a mostra. En el cas de recollir aiqua procedent de
l1lacs. rius. ~mbassaments. etc. . cal evitar les zones de
excesivament zuperficials o profundes. avitant també zones
massAa Droperes a les ribes 1 les dfaigues excessivament
calmades.

En aquests c2sos és recomanable submerair el flasco 3

destapar-lo a una profunditat dfuns 10cm., omplint-lo a

El trasllat de les mostres cal realitzar-lo de la forma

més Tapida possible. i =i entre el mostreia i 1 ‘analisi

~l







transcorren

=} hores cal mantindre | ‘aigua problema
refriagerada a 40 C i 2n hsénc1a de i Lum, 2vitantc iini la
multiplic 19 de 1a {lora bacteriana eXl1stent. falgrat sequar
le2s recomanacilicons anteriors. no podran ser :ignificatius els

resultats dels anali=si=s realitzats pasades |

== 48 hores de la

recollida d2 12 mostra.







TECHIGUES DE SEMBRA

“ambra peor esQoOTament O 2stria E0bre meal solid.

Amb ia nansa marregada de material 25 +a una serie
d*eetries naral.leles 2 nno =obreposanes =obre una tercera
part de |2 super+icie de la placa. S'esterilitza la nansa 1
gs fa una nova =prie d°estries en direccio perpendicular a
1l *anterior. ~—omencant on aquesta acaba. Aquest procés es

repeteix varis cops tal com indica el dibuisx.

Les primeres estries proporcionen un creixament abundant

de tnts nls oroganisEmes presents a la mostra, les ultimes en

~anvi. nermeten 1l ‘obtencidé de colenies aillades.

2. - HBanc de dilucions i sembra per inmersidé en medi solid.
La suspenssidé bacteriana es dilueix successivament
traslladant olums de iml 2 9ml de diluient (Ringer 1/4),
-1 < Sy Rl :
obtenint dilucions de 10 . 10 ., 10°i 10 . Es depositen O.1ml
de cada dilucié en plagues de Petri estérils, a continuacio

s ‘aboguen 20ml del medi de cultiu fos i mantingut a 4352C,

stanita la placa per homogenitzar el seu continqut i es deix







=0licdi+ticar. in oD icubanes = la temperatura aogeguada,

s "observaran colidnies &N orofrunditac (inmerses [l n2edl) 1 en
=pnerficie,

.~ ZTembra oer supnerficie.

imi j = 1i2s Al lucirons aoequaaes de la
mostra emn plaagues de Fatri aue  contenen 20ml del medi de
cultiuw. Amb ima nancsa de Drioaiskv. previament f1ameiada amb
alcoheol. =2s reEparteix 1 a mostra ner tota la supertficie,

efectuant movimente de rotacid fins a la completa absorcid.
P

Sempre c=z2l sembrar 2 o més plaaues de cada mostra o de cada

dilucio.

10







NALISIS D EMUMESRACICHS TOTALS

Aouest a Oy A ] na =1t ‘alor zi1gnificatiu pel
micreobioclea. s=devenint una de les nroves mes trequentment
neades en 1 "anmalisi bacterieclonoic -2 les alques. Cal tindre
2n compte 1=2s Femperatur s d "incubacioa en AQUEST assald,

doncs si hé lees tacteries per 1 "home tenen una temperatura
Aptima de creixament 2 378cC. tambeé ens és dfutilitat el
coneiament de 1a la flora bacteriana de la mostra, que

creixde a 228C., assolint aixi un creixament homogsni de la

ftl1ora microbiana existent en aquells moments.

MEDIS DE CUL.TIU

- Splucin de Rinager 1/4 (g/L): Clorur sodic 2.205% clorur
potassic 0.1055 clorur calcic
0120 a bicarbonat =sodic ©0.0S.
pH 7.0
- Agar nutritiu (a/L)! Extracte de carn 1.0i extracte de
llevat 2.03 peptona 5.05 clorur seédic

5.0 i agar—aqar 15.0. pH 7.4

11







PROTOCOL

- Z'mfectruen dilucions =eriades oe la mos
E=s ==2mbr 2 osr inmersio s} aar sutritiu O.1iml de cada
Hj lucida., coda sembra == fara oer suplicat o triplicat.
- Inpcubar ~1h. per l=2s plagues de 378C i de 72-12Z0h. per les
de 2228C

El recompe cs fara pel la técnica de recompte en placa
(Yeure opaqg.47) i els resultats s expresaran en nombre

d*unitats formadores de colonies per per unitat de volum.

DISCUSIO

El medi de cultiu utilitzat en aguesta prova ens permet
el creixament del microoraanismens aerobics heterotrofs,
incloent els que =6én mitianament exigents en gquant a
requeriments nutritius.

El1 metode descrit és especialment recomanat pels casos
en gue evisteixen més de 30 bacteris per mililitre de mostra,

en cas de contatges inferiors 65 preferible usar el meétode de

filtracié scbre membrana.







| | Mostra daigua

PROCEDIMENT

Vessar 1.0 0.1 ml
de la mostra a cada
capsula Petn,

Tancar les
capsules.

Temps maxm entre les dues
ns: 10 minuts. J

Abocar 15-20 mi
d’agar nuinnu
en forma liguida
|max. 45-47°C) a cada
capsula Petn

de

Fia. i3 Determinacio

Recompte en Flaca

bacteris

Mesclar el medi
de cultu amb la
sembra.

Incubar en

| poskcio

| inveruda 48 h
a 37°C
072 ha22C.

Comptar totes les colonies.

aerobis pel

meétode







EANGS 1

Pel contatoe de fonas i 1levats. 1 "actual leqgislacié
recomana =l medi d‘acar Sabouraud Dsxtrosa. 21 qual presenta
R Bl 5.5, =eleccionant =1 crei1xament ~specific de fongs 1
llevats que tenen una bona telerancia a les condicions acides
1 21ta concentracid de glucosa. Tantmateix els experts
prefereisen simultaneiar =1 medi de Sabouraud amb 1 “extracte
de malta, doncs aquest =eqon medi inclou suficients sucres
(maltosa. nlucosa. sacarosa i1 dextrina) per permetre un
creixament abundant. i la peptona de gelatina aporta els
factors de creixament necessaris en els casos més exigents,
aixi mateix als dos medis podem incloure un o més antibiodtics
d4*amoli =spectre per tal dfeliminar part de la flora
hacteriana capac de creixer en aguests medis selectius per

fongs 1 llevats.

MEDIS DE CULTIU

- Agar Sabouraud dextrosa (a/L): Dextrosa 20.03% extracte de

llevat S.0s3 agar—agar 15.0;

pH 5.5

Antibidtic al 0.1% esteéril

14







- Agar extracte de malta (g} Extracte de malta 13.03%

destrina 2.37 oeprtona a2
splatina 5,97 agar—=qQar 15.0
nH T.5

BE

0.1% esteril

n

Antibiota

FROTOCOL

=\ 4
- E= =embren = superficie o.1ml i de les dilucions 19, 10,

1631 10“1 en Rinasr 1|/4 sobre plaaues dei
a.- Medis selectius sense inhibidors: Agar de Sabour aud
Dextrosa i agar extracte ds malta.
b= Medis selectius amb inhibidors bacterians
(Neomicina. Penicilina. Cloranfenicol o Tetraciclina).
- incubacié durant 5 dies a 20-228C, fent una lectura parcial
als 3 dies.
- El contataoe =g fara pel métode de recompte en placa 1 els

resultats s ‘expresaran en nambre dforganismes per 1O0ml de

mostra.

DISCUSIO

Cal eementar un medi de Sabouraud Dextrosa modificat

(dextrosa 40ar. peptona micodlica lOar, agar—aqar 1Sar. aiqgua

fins a b e el qual aracies a la peptona micolica
nroporciona una homoaenitat en 1 faspecte macroscopic dels

fonas aillats, doncs cal tenir present que per una mateixa

15







cEpecl e, i "aspecte colonial e diferent =eqons la peptona

mpreadada.







COLIFORMS (COLIMETRIA)

El coliforms han estat definits com bacteris Gram -, en
forma de bastons. mobils b inmobils. anaerocbis ftacultatius.,
no esoorulats, que fermenten la lactosa en presencia de sals

biliars., amb fcormacid d‘*acid i gas a temperatures entre 30-
3BecC, eseent wun agruo format oels agéneresi: Escherichia,
Citrobacter. Klebsiella, Enterobacter i Serratia (fermenta la
lactosa molt lentament).

El orup dels coliforms. per tant, esta inteqrat per
bacteris dforiaen entéric, essent interesant la seva deteccid
per tal d‘evidenciar wuna contaminacié fecal relativament
llunvana en el temps. excepte en el cas de E.coli, doncs la

ceva deteccid demostra una contaminacid fecal recent.

METODE DEL NOMBRE MES PROBLABLE (NMP)

a.— Determinacié dels coliforms totals

MEDI DE CULTIU

- Caldo Lactosat (a/L): Peptona 5.03i Lactosa 5.035 extracte de

carn 3.0} purpura de bromocresol al 0.5% 4mlji pH Tl

17







El caldo doble concentrat = ‘aconseqguel X diluint les
auantitats indicades dels diferents compenents 2n S00ml

d*aiqua.

El nurpura de bromocresol Ens indicara la produccio

dlacida

PROTOCOL

- Es sembren 10Oml de la mostra en tubs qgque contenen iOml de
caldo lactosat doble concentrat i iml i O.1ml de la mostra en
tubs amb 10Oml del medi a concentracié normal (3 tubs per
dilucié). Cada tub haura de portar una campana Durham per tal
d*evidenciar la produccid de aas.
— Incubacié 24-48Bh. a 378C
- Es consideren positius els tubs que presenten creixament
amb acidificacié del medi i produccié de qas.

A partir dels tubs positius es calculara el nombre més
probable de coliforms en 100ml d‘faigua problema, el contatage

es fara per mitia de les taules del NMP (pag.48).

b.— Determinacid dels coliforms fecals

L*analisi dels coliforms fecals es realitzara a partir
dels tubs que han sortit positius en la prova de coliforms

totals., en aguest cas el medi de cultiu utilitzat sera el

i8







raldo 1 actosat—hilitart 1l 2rad hrillant. e amb el seu

~ontimaut ©n S3als Dl1il1ars inhioel:: ¢l crerxament 221lS bram -+,
alaqurs dels mials tambe cresenten & posiDllitat ae pDrogulr
nas.

També caldra rmalitzar 1a oprova del -i1trat. essent el
n2d1l Fe2comanat nar -malitzar questa crova =1 FiEatide

531 mmons.

MEDIS DE CULTIU

raldo lacto=sat-biliat 2] verd brillant (B.G.B.L.). (g/L) 3
Peptona 10.03% lactosa 10.03% bilis de bou 205 verd brillant

GOL33Y BR A%

Citrat de Simmons {gsL): Sul fat magnesic O.25 fosfat

monoamonic 1.03% fosfat bipotassic 1.08 citrat sodic 2.0%§

clorur sedic S5.9%1 blau de bromotimol ©.083F agar—aqar 15.01%

PROTOCOL

a.— Caldo lactosat—-biliat al verd brillant:

- Es preparen els tubs contenint 10Oml del medi amb campana de

Durham.

i9







- A partir de cada tub aque ha presentat creixament i formacio
de gas en la prova dels ~oliforms totals =S pren un inocul
amb una nansa i1 =2s sembra =n un tub de caido B.C. Bl
- Incubacid a 449C. durant 24 horees.
- Fe coneideren onositius els tubs aue presenten creixament i
formacid de qgas.

£l contantoe de coliforms fecals es fara per mitia de

les taules dels INMP. expresant els resultats en forma de

coliforms fecals per 100ml de mostra.

b.- Prova del citrat

- A partir de cada un dels tubs positius en la prova dels
coliforms totals es sembra una placa de citrat de Simmons.
- Incubacié a 378C durant 24h.

Les bacteries del biotip de E. coli no s6n capaces
dfutilitzar el citrat mantenint aixi el medi de la mateixa
tonalitat, éda a dira verd. en canvi els del biotip E.
aerogenes alcalinitzen el medi deaqut a la produccié de CO
gue espontaneament passa a carbonats alcalins. Fer tant.-es

consideraran E. coli fecals com aquelles colénies gue no

provoquen un viratge al medi .
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HETDDE DE FILTRﬁCIé DE MEMBRANA

£l fonament del meétode consisteix en filtrar 1 ‘aiqua
problema a traves d‘una membrana dfacetat de cel.lulosa de
porus adeguat {es recomana ©.45 Mm). per tal de retindre els
microoraanismes. La filtracié es fa per succid pel buit.

Un coo filtrada 1 ‘aiqua. la membrana es diposita sobre
un medi salid adequat pel desenvolupament de les colonies a
la seva superficie.

Es poden trobar comercialitzats els medis Endo i
McConkey per aguesta finalitat. no obstant la legislacié

recomana el medi de Chapman—TCC.

MEDI DE CULTIU I TAMPO

- fAgar de Chapman-=TCC (g/L) ¢ Extracte de carn S.03% Peptona
10.03 Lactosa 20.0j3 extracte de llevat 6.0;j blau de
bromotimol (sol. al 1%) 5.0§ agar—aqar 20.01%

Cal disoldre els solids per ebullicid, es deis refredar i
stajusta el pH a 7.2 i s‘esterilitza. En el moment de la seva

utilitzacié es fon el medi 1 s‘afaqeix 50ml d‘funa solucié de

0.05gr de trifenitetrazoli HCl en 100ml d‘*aigua destilada.
a‘esterilitza i s‘adicionen soml de la solucid formada per

0.2qr de tergiol 7 (heptadecil sulfat s¢dic) en 100ml d ‘aiqua

21







destilada. EFs reparteix 21 medi en plagues 1 es deix

refredar.

- Tampd fosfat a pH 7 (a/bL)i Fosfat dipotassic 5.6i fosfat
monopotassic 2.2%§

o

S5i és= necessari caldra ajustar el pH amb HC1 O. 1N

PROTOCOL

- Filtrar 20ml de mostra o 100ml per aiqgiies potables o
potabilitzades. Si es creu que la mostra esta altament
contaminada es pot diluir en tampo fosfat esteéril a pH 7. De
cada mostra cal fer dos filtrats sobre membranes diferents.

— Fer 2 & 3 rentats de la membrana amb tamté fosfat esteéril
pH 7.

- Incubar una de les membranes a 370C i 1 faltre a 448C durant
24 hores.

- Aspecte de les coloéniest

E.coli i Citrobactert Grogues amb nucli taronia i halo groc
al medi situat sota la coloénia.

Klebsiella: Vermell o aroc. sense nucli. E1 medi queda qroc.
Enterobacter: Groc fosc o vermell amb nucli taronja, el medi
gueda qQroc.

No fermentadores de la lactosat coldnies de color violéta o

lila. el medi gueda blau.
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l.a maioria de coliforms no es desenvolupnen soore aguest

nedl a 448C, v Cente E.col1 ue presenta =] =ewn -aspecte
caracteristic. d= ‘orma e .‘mstima =i contatae sobre la
membroana de 5379C com el nombre 4ae coliforms fecals. 1 la de
d40C com E.coli. De totzs Cormes. i a pesar de la bona
z=lectivitat desl madl ., -1s re=sunitats -ntinquts només els
oodem considerar com a presumtlius 1 cal -on+irmar les
roléanies 4p coliforms =enons 1a técnica decrita en la

colimetria en medis liguids.

DISCULSIO

4 1*hora dtutilitzar el métode de filtracié de membrana
cal considerar una seérie de ventataes 1 desventataes de la
técnica. Entre les ventataes cal destacar que permet 1 ‘examen
de arans 'olums d‘aiqua. Fresenta una pPresicio superior al
metode del NMP 3 =s poden obtindre resultats en un plag de
temps més breu. Esta especi alment indicada per aigqies poc
rontarinades i sobre +nt per les fortament mineralitzades., ia

que poden donar falcos resultats en medis liguids.

Alquns dels inconvenients del métode son que les

membranes s ‘embussen facilment al treballar amb aigiies

térboles o plancton, les cubstancies retingudes a la membrana
poden inhibir el creinament. Per i#ltim indicar que agquesta

técnica no permet la determinacio de produccié de Qgas a

rJ
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ESTREPTOCOCS

STREFTOMETRIA)

Cal destacar 1 & importancia de la investigacio de la

ncia de =nterocncs Laruo FOrmat ner = pecies del

a
3
m
n
i

nénere Streptococcus) oel fat  de reunir N3

mn

éerie de
propietats aue els convert=ixen 20 uns excel.lents indicadors
de contaminacid ftaczl. =ntre les raons principals que porten
a aaguesta censideracidé cal destacar!d

- Els enterococs =stan absents en aigues pures, al =61 i
altres indrets sense vida animal. afirmacié no extensible a
la maioria de coliforms.

- La presencia d*enterococs indica necessariament
contaminacié de ticus fecal.

- Els anterococes presenten wns reqgueriments nutritius
relativament ccmolexes., de forma aque s fa dificil la seva
multiplicacid a 1 "aiqua. tantmateix resisteixen millor que
E.coli la cloracio de 1 “aiaua. de forma que la seva
superviveéncia és maior., aixi com maior resisténcia en medis

marins.
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METODE DEL MNP

MEDIS DE CULTIU

_ caldo azida de Rothe (a/L): Peptona de carn 13,0 peptona
de caseina 10.03 dextrosa 203
clorur sodic 5.03 fosfat

dipotassic 2.7i ftasfat
monopotassic 2.7% azida sodica
0.2 pH 7.0

- Caldo azida violeta de Litsky (g/L): Es prepara igual gue

1 *anterior variant 1la concentracié de clorur sadic, del qual

hi cosarem 0.3 ar i afeaint 0.083 ar de violeta dfetil.

El medi de Rothe conté 1 "azida sodica. la qual actua com

agent selectiu pels enterococs, inhibint 1a flora acompanyant

per bloaueia de les cadenes respiratories. Els tubs gue
present=n turbidesa dequda al creixament es consideren
noresumtivament positius i caldra confirmar-—-ho sobre el medi

de Litskv. 21 gual inclou el violeta d*etil. potenciant, junt

amb 1l ‘azida sodica. 1 ‘efecte inhibidor en front a bacteéries

di ferents dels enterococs.

FPROTCCOL

a.— Estreptometria presumtiva







- E= sempran ioml de Ia mostra 2n tubs aue contenen 1Oml del

»oal i Rothe droble concentrat 1 tml 2 D.1imi =n rubs amb el

nedl o concentracio normal (3 tubs o=r il uciiol.

- Ir=ubacio durant 248 hores a I78C.

- £1 copratae os fara per ia técnica del MiFP, sssent =1s tubs

DoS1 T L ‘1= e nresentin -urbide=sa. =ls resultats
*avpre2saran en nombre dfenterccocs per 120ml de mostra.

bh. - Estrentometri= confirmativa

- Cada tub del ~aldo de Litsky s‘inocula amb una o dues
nanses prop-edents d*un tub de calde de Rothe presumiblement
positiv.

-~ Incubacié durant 24—-48 hores a 372C.

— La preséncia d‘enterccocs es manifesta per un enterboliment
neneral del tub, no obstant. en algunes ocasions =25 mostra
com N =nterboliment molt ténue. Aacampanvat d “abundant

cediment de color wvioleta al fons del tub.

TECNICA DE FILTRACIO DE MEMBRANA

Aquest meétode ens nermet fer un recompte dels
estreptococs fecals presents a la mostra d‘faigua donat que,
un cop filtrada la mostra., els microoraanismes presents a la

membrana de cel.lulosa es fan creixer sobre un suport
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rutritiu e -onté inhibiders aue  romes oermeten el

desenvoiupament de 1= colénies d "PStrenIocOcs f2cals

- Medi de Slanetz iasL): FPeptona 20.0%1 Extracte de llevat

5.0% alucosa 2Z.0; fosfat dipotassic

(N}

4.0: Azothidrat sodic 0.43% pH 7.

Afeqir 10 ar. dfaagar i disoldre calentant lentament sense

sobrenoassar 2ls 1000cC. i.lavors es deix refredar a 508C i
s "afaageix 10ml d*una <=solucid esteéril da 2,.3.5- trifenil-
tetrazoli 2l 15, col.locar =N nlagues de Petri i deixar

retredar.

PROTOCOL

- Un cop filtrada 1a mostra es col.loca la membrana sobre una
capsula de Petri de Slanet=z.
- Incubar 48 hores a 378C
- Contatae de les colénies que apareixen vermelles, viocletes
o0 roses.

En ocasions la preseéncia d‘estafilococs ens pot induir a

errors per presentar un aspecte similar, de forma qgue cal

28







~idnies aillades =on c

la prova

raaalit==z 1moculant una nansa a2
=C

dfaiqgua

oote

ul

d‘aigua yii1aenada. Jn

de bombolles o] Tas nes 1ndica la
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CLLOSTRIDIUM FERFRIMGENS

) investigacio 4 *peEnores e -lostridis sulfit
reductors, nertanvents nai1oritariament 1l Zlostridium
pErfrinoens. =3 g aeneral t & =1 matei: significat que la
investiacacid dels enterocccs. 2mb | a ventatage de tindre una

cupervivéncia maior que gualsevel altre indicador bacteria de
contaminacio facal deaut a 1a seva capacitat formadora

d*esnor=s.

MEDI DE CULLTIU

1)
1)}
o

N
o

Aaar =P Sulfat =adic 0.5% sulfat de polimixina

0.01: sulfadiacina sodica 0.12; peptona de
caseina 15.03% extracte de llevat 10.03

citrat férric 0.5%1 ticaolicolat sodic 051}

polisorbatB0 0,053 agar-—=2q9ar 15.0

lLa sulfadiacina i la polimixina presents al medi actuen
com a aaents inhibidors 1 el tipalicolat millora les
condicions d‘anaerobiosis, efecte que es pot potenciar
afeqint una capa de vaselina estéril sobre el medi de cultiu

un cop inoculat.







Per acgio del Clostridium &£l =ulfit s reduelx a s
amb 21 citrat férraic ael me0Ol mant LN

neare i=2 sl fur = rro i altant e g

rermetent la s=ava deteccip 1 contatqae.

eROTCCOL

- Gtmpecalfen 10O mi de la mostra a 808C <1 banv na

1S minuts,. 2liminat aixi les formes vegetatives

] *aigua problema.

- Refredar rapidament els tubs sota un raig d‘faigua

- Repartir la mostra en dos tubs amb Sml d "agar

roncentrat., =1 gual s‘ha mantinaut fpos 1 a 458C.

— Mezclar =l continaut de cada tub i deixar solidif

- Incubar a 440C =fectuant lectures a les 24 1 48 h
lLes <=olonies spareizen de color neare. proc

una d*una ==spora de clostridi. LN cop fet 21 C

resultat s‘expresa en nombre d‘espores de clostrid

reductors ner 100ml de mostra.

Si 1a mostra presenta una forta contami
apar=sixen els tubs ds cultiu totalment ennear
repetir | ‘assaig partint de dilucions de 1a mostra.

e

ulfur, qgue

nrecipitat

ria agurant

presents a

freda.

SPS doble
icar.
ores.
edint cada

ontatge el

is sulfit-—

nacio

ens

its 1 cal
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Fig. 21 Determina’cio

métode del Recompte en Tub.
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2al MONELLA I SIGHELLA

En 1la investioacio de Salmonella i Siaghella cal temr en
~ompre dues circumstancies aue &ens apoligaran y realitzar uns
passps de oDreenrigulment 3 enriquiment de les mostres previs

a la determinacid del nemore dfcraanl smes nresents a 1 faiqua

problema. Aouestes circumstancies soni

]
|
W
i

sva nreséncila a les aiques es dona en un nombre
velativament baix. presentant també una certa dificultat per
a sobreviure—-hi.
b.—- Habitualment sstan acompanvades per un nombre important
de microoraanicsmes. ja siaqui d*oriaen fecal (coliforms i
estrentococs) o nNo {Pseuwdomonac. achromobacter., etc.).
Aquestes condicions obliguen a concentrar les mostres a
partir de veolums importants 1 a utilitzar medis d‘fenriguiment

splectius. per tal d*inhibir el creixament d‘altres bacteris.

MEDIS DE CULTIU

a.— Medi de preenriguiment?
- Caldo Lacto=sat ¢tg/L)! Extracte de carn 3.0:i FPeptona 5.04
lactosa 5.0

b.- Medis d°enriguiment:

7]
2]







Zaldo Sslenit (a/L)¢ Triptona S5.0i lactosa 4.05F fostat

nisodic 1D.0i =elenit =ag01c 4.0
_ Calde amb Tatrationat (asL)i Protecsa i1 peptena 5.08 =als
biliars 1.01 carbonat calcic

10.0% tiosulfat =zodic 30.0
=.— ‘l=dis dfaillament?s
- Amar DCLE ‘asL): Peptona especial 10,01 citrat sodic 10.53
tiosul fat =sadic 5.0% lactosa 5.03F% sacarosa
5.01 desoxicolat sédic 2.3% roig neutre
0.03. agar—aagar 12Z.0
Sragars 55 (a/L): Extracte de carn 5.0:i peptona 5.0:i lactosa
10.03 sals biliars 8.53 citrat seédic 10.03
tiosulfat =s=odic 8.5% citrat ferric 1.0%
verd brillant ©0.00033% roiq neutre 0.025;
agar—aqar 153
Agar Wilsor-8lair (a/L): Peptona 5.0%§ extracte de carn S5.0j
dextrosa 5.0% fosfat sodic 4.0%1 sulfat
ferrds 0.3; indicador de sulfit de bismut
8.0% verd brillant 0.016%i agar-agar 13.01
Cal cuardar =1 medi 2 49¢ durant 4 dies abans del seu us,
doncs pot resultar massa inhibitori.
d.— Medi dfidentificaciol
- Agar Klioler (q/lL)t Extracte de carn 3.0, extracte de
llevat 3.0; peptona 15.0j proteosa i
peptona 5.03% lactosa 10.0: dextrosa 1.03

sul fat ferrds 0.235 clorur sodic 5.0}%
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riosEwulfat sosdic S, 38 ro1g tenol 0.024%

g ar—agar 2,03
FROTQCOL
- Frepenriauiment: Ztinoculen 1Oml de La mostra en 100Oml de
caldoc lactosat deble concentrat. =°‘incubna 24 hores a 378C.

- Enriouimenti: A partir del preeenriqguiment cal i1nocular 2ml
2n 20ml de clado selenit i la mateira auantitat en 20ml de
caldo amb tetrationat, =‘incuba 24 hores a 378C.

- Aillament: a partir dels tubs d‘enriguiment, s sembra per
esgotament wna naneEa de cada cultiu en nlagues dels medis
DCLS. SS i Wilson—-Blair.

- Identificacidé: A partir dels subcultius de 1 *aillament cal
sembrar per superficie i per picadura en 1‘agar Kligler,

incubar 24 hore=s a2 378C.

En el caldo lactosat es desenvolupen en primer lloc els
microoroanismes de metabolisme rapid, amb la produccidé de
metabolit= icide oue excreten al medi. ocasionant una baixada
de pH. Les espécies de Salmonella 1 Sighella toleren molt
millor aguestes condicions Aacides que les altres bacteries
oresents a la mostra. de forma que prolifiren al medi.

Fl caldo selenit i el caldo amb tetrationat contenen
inhibiders del creixement daltres enterobacteriacies com

E.coli., enriquint aixi la poblacid de Salmonella i Sighella.
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Esgoar 1DCES ~onté citrat sodic 1 desoxicolat sodic. els

Auals irnhibeixen =1 cre2ixament de 1t nactaries &ram . AlMl
-om de nombroses Proteus 1 coliforms.
ESaaar 85 també inhibeix =i creixament 4= les bactéries

Gram +. 1 en particular Ade Nombrosos coliforms 1 Froteus. Les

~oléonies incolores aque creixen ~n aauest medl corresponen a
Salmonella 1 Sigheila. on canv: els coliforms resistents o
altres farment adors de | a | actosa formen colonies roses o

vermelles.

\.*agar de Wilson—-Blair s un medil molt selectiu per
Salmonella typhi. que apareix de color neare amb reflexes
netal.lics, altres Salmonella productores de sulfhidirc donen
coldnies de color marronos. =n canvi les no productores i els
E.coli donen colénies de celor verd.

| *agar Klialer n=srmet cbsrevar la +ermentacié de la
aluco=sa 1 12 lactosa, 2iMi com la produccio de sulfhidric.
Salmonella 1 Sighella wunicament ftermenten la qlucosa.
nheservant—se =1 tons del tub de color groc i la superficie
vermella. Alaunes Salmonella també produeixen gas i
csul fhidric. posant—-se de manifest per la rotura del medi-i
aparicié de color neare (sulfur de ferro).

La preséncia de representants del aénere Proteus ens pot
induir a errors i cal diferenciar—-lo dels ageéeneres Salmonella
i Siahella per la prova de 1la descomposicidé de la urea

(Rodier. 1981)., =gsent aquests dos ltims géneres ureasa - i

el Proteus ureasa +.







Par a la contirmacio definitiva de Salmoneila caldra fer

loes cequUeEnTS Droves Dioguamlouest
Fermentacié de sucres (IEI)

- {isina wvescarpoxilasa
Jnonges—-Froskauer

- Froduccid dfindol

- Beta—-analactosidasa

El resultat de la investigaci¢ de Salmonella i Sighella
s ‘indicara com a preséncia o abséncia dels microorganismes a

la mostra.







STAPHYLOCOCCUS

i.a investiglclo dels astafilococs El-} realitza

oreferentment dins =31

ui

anaiisis bactericioqlcs ae las aiques
de les piscines, N9 ~hstant tambeé 25 recomanable reaiitzar—-la

amb 1 “aiaqua embotellada.

MEDIS DE CULTIU

- Agar Raird-Parker (asL): Triptona 10.03 wtracte de carn
5.03 Extracte de llevat 1.03%
piruvat sodic 10.03 glicina 12,03
clorur d= liti 5.0% agar—aaqar
20,08 pH 6.8
Soml d‘emulsio de clara d‘fou-
telurit
Aspecte de les coliniess
Staphvlococcuc aurenst neqres {redueixen el telurit) .
brillants. convexXxes. amb marae reqular, de i-1.5mm de
4i Ametre. rodeijades d‘un halo clar de lipdlisi d*uns 2-Smm. 5
les 48 hores es poden apreciar precipitats als halos.
St aphvlococcus saprophyticusi neqres o Marrons. mates 1 amb
el marqe irreqular.

Micrococcusi: marrons. molt petites i1 sense halo.







Anar Thaoman S A BT ExTracte

1)

il
5
=}

| .O% pneptona 10,03

manitol 10.0§ clorur sadic 795.0s reia b2 f2nol 0. 025. agars

agar 1508 pH 7.9

*mlewvana Cconcentraclo de sal nhibeix =1 crel1xament de l1a

resta de racteris ore=ents 3 La mostra. nermetent =1

creixement dels estafilococs. Els posibles coaaulasa positius

oredueirxen colénies arrocdonides amb zones aroc brillant. en

canvi ele =stafilococs no patogens formen colonies purpura

vermel loses.

=

- figqua de peptona (a/L)% peptona 10.0, clorur sodic ~je o) |

-~ @Aaar rer DMasa (a/L): Triptosa Z0.03: DNA 2.03 clorur sodic

)

5.0: agar—-agar 12.031 pH 7.3

FROTOCOL

a.— Preenriguiment:

- A partir de iml de la mostra es sembra un tub amb caldo

Baird-Parker (igual composicidé de 1 ‘agar Baird-Parker sense

afeqir—-hi 1 “agar).

- Incubacidé¢ 24h. a 372C.







h.— Identificacioi

- A partir 4= 0.1 mi fAel medl de preenriauiment 8s €

1]

mora en

=uper+icie en saar Raird-Farker 1 9 34ar Chaoman.
~ fncubacid 23-48 hores a 372C

| =5 coléries Sospltoses aue s ‘observin en el creixament en
nplaca me upcultiven -y LN medi absent dfinhibidors (ex.
sigua de oeptonal). ovitant aiii gue iquests intert+tereixin en

les proves nposteriores.

- Un cop crescut 2n 1 ‘aigua de peptona cal assaijar les
seqiients provest

3.— DNasai Cal sembrar una estria al centre de la placa amb
agar oer DNasa 1 =s‘incuba 24 hores a 3782C. Transcorrequt
aguest temps s ‘inurnda la placa amb ac. clorhidirc 1IN, el qgual
reacciona amb el DNA del medi farmant un precipitat terbol,
les colbdnies que han oroduit Dhlasa apareixen rodeijades d‘un
substracte aque conté fragments de nuclestids que no
preciniten amb 1 “acid. mostrant un halo clar al voltant de la
colénia.

b.—- Prova de la FPlasmocoagulasasi Es mezclen a parts iqu;ls
plasma de conill i la suspensio bacteriana. s‘incuba a 378C
efectuant la lectura de la coaqulacidé & les 3—4 hores

dfincubacid.
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AEROMOMAS

w
st

he SGeromonas crei: be =n medis rics com 1l fagar
Arutritiuw. aixi com n medis seliectius per mAterobacterl1 Acles.
com 1 ‘agar McConkev., n—Endo © Balmonella-iiuhexla‘ en aguests
medis tenim 1 ‘incenvenient de aue les morfoloaies colonials
ee poden confondre amb les de les entériquess produint a més
falces oxidases neaatives.

Existeixen varis medis selectius PEr Aeromonas. essent
el medi Rippey *# Cabelli (medi amb trehalosa) =31 meés
recomanat ner la =eva celectivitat, especificitat i

eficieéncia de recuperacid.

MEDIS DE CULTIU I REACTIUS

- Medi amb trehalosa (/L)% Triptona 5.03 extracte de llevat
2.03 trehalosa 5.03 clorur sodic
3.0% clorur potassic 2.0i sulfat
maanésic heptahidratat Q.25
clorur férric hexahidratat 0.13
hlau de bromotimol 0.04F aqar-—
agar 195

gtajusta el pH a 8 amb hidroxid sodic 10M i
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z*~etarilit-a * 1l *2urtosl au = mirnuts . 12

218LC, 13-} deix
rrlrenar =~ S50 § = *hil areoelrxi
Tranni absolurn 12 ml
mpic1 i 20 ma
Nesoxil a2t =adic LOO ma
T2 ta sSuaument 1 28 reDartelX en nplaaues.
-~ Medi amb manitol: La preparacio es iaual gue =1 medi amb

*trehalosa substituint 2] sucre 5 gr de maniteol i 0.08 ar

o
1]
5

de blau de bromotimol. Un cop esterilitzat s "afaaeix i ar/L

de desoxicolat sadic i es reparteix en plagues.

— Fosfat Tampé Sali (PBS) (a/L): Clorur soédic 7.2j Fosfat
sodic 1.483% fosfat
dipotassic 0.43% pH 7.2

- Reactiu de 1 *oxidasai =] reactiu ntilitzat s el

N.N.N.MN.tetrametil-p—fenildiamina en solucid aguosa al 1%.

PROTOCOL
- = -3
- Eg preparen dilucions 10 . 10 i 10 de la mostra en Ringer
1/4, cada dilucié cal fer—-la per duplicat.
- lLes dilucions es filtren a través d‘un filtre de membrana

de 47mm de diametre i 0.45,4m de tamany de porus (Gelman).
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filtrada i mostra. 12 memorana s ‘exten sSopre una

[l |
Dl ac A no medl 1 NCuULa o TAC gurant 18-20
ares

= trasllada 1 membrana en un meal mH manitol aurant 2
\nres.
- Teanscorrequt 2auest PMODS £S5 1pDOs1tTa sSobre wn paper ae

filtre amb FBS durant 2=3 minuts.

~ Finalment rrasllada a un altre opaper de filtre ambD el

n

reactiuv de 1 ‘oxidasa.
Es consideren Aeromonas SD. aquelles colonies de 2mm de
tamanv aue viren a color aroc. tant en el medi amb trehalosa

com en el manitol, i que amb 1 ‘oxidasa donen un halo vipoleta.

IS
il







VIBRIO

Si be en 21 nalscsos en els gue =i colera oracticament ha
desaparescut = cona coca importancia a i 3 1nvestigacio del
Vibrio., =l —su estudi es altament ntal gquan es corre el risc
de propacacid d°una epidémia deaut a la pr=sencila de malalts
o portadors de cérmens que provensn H4el extranger. en aguest
cas cal orocedir al 1 faralisi de les aigiies residuals
contaminades per 1es deposicilions d "aquests malalts.

Deaut 2 la baixa concentracié de Vibriog que €S preveu
trobar =2 1°faigua cal procedir a un preenriguiment de 1a
mostra amb Aalguea peptonada a diferent concentracio de sal 1 a
4i ferent pH, tenint en compte els diferents requeriments que
presenten les diferents especies pel seu cresixament.

Pel nr-eenriauiment partirem de 20ml de la mostra que
afeqirem a 200ml de cada un dels seaquents medis de cultiui
- Aigua peptonada +tamponada
- Aiqua peptonada alcalina (clorur sodic S oq/l)y .y pH 8.5

- Aigua peontonada hiperalcalina (ClNa 50.0a/L)

Cada medi = ‘incubara 18-24 hores a 3789C.

A continuacid cal procedir a 1 ‘*enriquiment de la mostra
que es realitzara en el medi Agar de Tiosul fat citrat—-Bilis-

Sacarosa (TCBS). medi selectiu pels vibrions enteropatogens,
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inhibint ~1 crei1xament de los enterobactiéries oequt a les

alevades concentracions de citrat. tiosulfat, oDi1l1is 1 clorir
=ddic.

- Medi TCBS ‘a/l.) s Pentona de caseina 5.0%f peptona de carn
5.0f extracte de llavat S.03 ~itrat =adic 10.03 tiosulfat

zddic 17.0%1 hilis bovina 5.0% colat sodic 7.01 sacarosa 20.013
clorur sédic 19.0%f citrat férric L.O3 blau de timol 0.04j
blau de bromotimol ©O.04%f agar—agar 14.03

Per l *enriguiment cal sembrar wna nansa de cultiu de
cada medi de preenriguiment sobre una placa de TCBS i incubar

durant 18-24 hores a 378C.

Técninues de identificacid:

a.- Identificacidé presumtivai

Ee rez3litza 2 partir de la morfoloaia colonial sobre 21 medi

TCBS (fines ) aroques) essent tambeé no productors de
sulfhidric i fermentadors O no de la sacarosa. per
complementar aquesta identificacio presumtiva també cal

realitzar les seqients proves:

- medi de Klialer

- agar de lisina i ferro

- fermentacié de la glucosa amb producci ¢ de gas

- prova de 1 ‘oxidasa
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b.- Identificacié definitivai

- eepnsibilitat al compost Vibriostatic 0127

- creixament en aigua peptonada sense ClNa i amb ClNa al 13%
- nrova de VYoges—-Froskauer

- prova del Indol

- produccid de HEeta—galactosidasa. lisina descarpboxilasa,
ornitina descarboxilasa 1 arginina dihidrolasa.

- aglutinacié de antisueros monovalents d‘anti V.cholerae
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METODE DEL RECOMPTE EN PLACA

Lin cop Dpassat =1 temps dfincubacio es compten les
coldnies aque s‘han desenvolupat en cada una de les plagues
tenint =em compte les seguents consideracionsi
- Per fer el recompte s <seleccionara aquella placa que
continqui entre 30 i 300 colonies, descartant les altres.

— Si =6n varies les que es troben en aguest inteérval es
comptaran totes i com a resultat es donarad la suma total del
nombre de colénies referit a la suma dels volums reals de
mostra sembrats a cada placa.

- Si cap placa esta dins 1*interval considerat es pendra el
valor més proxim a gualsevol dels dos extrems. en aguest cas
els resultats es donaran com aproximats, excepte en els casos
de <c=embres de mostra directe on s ‘efectuara, també, el

recompte de plagues amb menys de 30 colonies.
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METODE DEL NOMBRE MéS PROBABLE (NMP)

Neeprés del t=mps d incubacio de cada microoraanisme, es
£a la lectura dels r=zsultats. El proces de aloracio és el
segients
1.—- Anotar ner cada z=¢rie de tree tubs. =ls nombre dels
considerats com 2 positius, spquint | ‘ordre d‘esquerra a
dreta serii
- La primera zifra gs la corresponent al nombre de tubs

positius de la inoculacio feta amb 10ml de mostra.

- La segona »ifra correspon al nombre de tubs positius en la
inoculacié feta amb 1ml de mostra.

~- Aixi successiviment fins arribar a anotar la seérie de

dilucions realitzada.

2.~ Per cbtenir el NMP es podran seguir dos métodes que donen
resultats eguivalents!

a.— De les xifres anotades anteriorment. s‘agafa un triplet,
tres xifres consecutives, de manera que 1“altima xifra siqgui
zero. Obtenir per mitia de 1la taula del NMP el valor del
triplet =eleccionat. Multiplicar aguest valor per 1finvers
del wvalor de la dilucié gue correspon a la inoculacié central

del triplet considerat. Aquest resultat correspon a la

concentracid de microoraganismes en 100ml de mostra.
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TAULLA DEL dMMP

Nombre de tubs que donen
reaccio positiva entre: Limits de confianca
NMP
3tubs | 3tubs | 3tubs | organismes/
10mi 1Tmi 0,1mi /100 mi ag%s % a%9%
0 0 0 i |
0 0 1 3 <7 17 <1 23
0 1 0 3 <10 17 <1 23
0 2 0 6,2 2 23 1 29
1 0 0 36 1 21 <1 28
1 0 1 7.2 2 27 1 <l
s 1 0 73 2 28 1 36
1 1 1 11 4 34 2 43
1 2 0 11 4 35 2 44
1 2 1 15 6 41 4 51
1 3 0 16 6 42 4 52
2 0 0 9,1 2 38 1 50
2 0 1 14 5 48 3 62
2 1 0 15 5 50 3 65
2 1 1 20 B8 61 5 77
2 2 0 21 8 63 5 80
2 2 1 28 1 75 7 93
2 3 0 29 12 78 8 97
3 0 0 23 7 129 4 177
3 0 1 39 H 180 10 230 -
3 0 2 64 20 230 10 :290
3 1 0 43 20 210 10 290
3 1 1 75 20 280 20 370
3 1 2 120 40 350 20 450
3 2 0 93 30 390 20 620
3 2 1 150 50 510 30 650
3 2 2 210 80 540 50 820
3 2 3 290 120 800 80 930
3 3 0 240 100 1400 | <100 1900
3 3 1 460 200 2420 100 3200
3 3 2 1100 300 4800 200 6400
3 3 3 > 2400
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REFERENCIES D *"ALGUNS MEDIS DE

COMERCIALITZATS

Aaar Sabouraud Glucosat:

ERL 11584
Difco 0109
Merch 5437

- Medi pel recompte total de colonies:

BBL 141 654
Difco 0479
Merck 1621

- Caldo lLactosat per Colimetrias

BBL 11558

Difco 0227

- Medi de Rothe pber Estreptometriai

BBL 11000
Difco 0442
Merck 1590

- Medi de Litsky:

BBL 11226
Di fco 0442
Merck 1590
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DESHIDRATATS







- Medi de

BBL

Difco

Difco

Merci

- Medi de

BEL

Difco

Merck

Klilaer:

11317

0086

1342

Simmons:

11620

0091

2501

Chapman TTC:

11702

0455

5471
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