Filtracion por membrana

» Se basa en el crecimiento, la identificacion y el
recuento de las colonias de los microorganismos
retenidos en la superficie de un filtro, a traves del
cual se ha filtrado un volumen conocido de
muestra de agua. Incubada en un medio de cultivo
durante un tiempo y a una temperatura adecuadas.

« Se ha convertido en el método mas comin y prefe-
rido para evaluar las caracteristicas microbioldgi-
cas del agua.




Principio basico del método

» En esencia, el método consiste en:

 Pasar una muestra de agua a través de un filtro de
membrana (0,45 p tamano de poro y 47 mm de
diametro).

 Transferir el filtro con las bacterias atrapadas a la
superficie de un medio solido (con agar) o0 a un
soporte absorbente, conteniendo el medio liquido
deseado (sin agar).

 El uso del medio apropiado permite la deteccion
rapida de los CT, CF y EF.

Ventajas de la filtracion por membrana

 Las ventajas de usar la filtracion a traves de mem-

branas para evaluar la calidad microbiologica del

agua, son:

» Buena reproducibilidad.

 Con frecuencia se obtienen resultados en un solo
paso.

* Los filtros pueden intercambiarse entre medios
diferentes.

 Pueden procesarse grandes volimenes de agua,
para aumentar la sensibilidad del ensayo.

» Ahorro de tiempo considerable.

e Posibilidad de realizar la filtracion in situ.

. EII I\ﬁgste es bajo en comparacion con el método




Inconvenientes de la filtracion por membrana

* [0S inconvenientes son:
 El agua con mucha turbidez puede limitar el
volumen de las muestras.
» Poblaciones numerosas de bacterias ocasionan
una formacion excesiva de colonias, incontables.
» Los metales y los fenoles pueden adsorberse en
los filtros e inhibir el crecimiento.

Volumen de agua a filtrar

 Los volimenes iniciales de agua recomendados para
su filtracion directa son: 100, 25 (20) y 5 ml.

e Tambien se recomiendan los intervalos de colonias
que se pueden contar sobre un filtro que son los de
la tabla siguiente:

I Mimero de colonias
Microorganismo indicador minimo méximo
Coliformes totales | 20 a0
Coliformes fecales | 20 [ (518]

Estreptococos fecales 20 100




Cuando se tenga que filtrar volumenes inferiores a 1
ml, se recomienda diluir la muestra original y
filtrar, a continuacion, un volumen superior a 1 ml.
La tabla muestra los factores de proporcionalidad
para la dilucion progresiva de una muestra inicial
de agua, en funcion del tipo de microorganismo
analizado

Microorganismo Factor de proporcionalidad

Coliformes totales
Coliformes fecales 3

! Estreptococos fecales B

—————




Coliformes totales

Medio de
cultivo

Temperatura

Duracidn
Horas

Identificacion de colonias

Agar Chapman
TTC

37- £ 05°C

24

Klebsiella: color rojo ladrillo
O naranja.

Enterobacter; color rojo ladrillo|
o amarillo con centro naranja.

Escherichia i Citrobacter: color
amarille con centro naranja.

Todas estas colonias forman
un halo amarillo en el agar
subyacente.

M-Endao
Caldo o agar

37 = 0.5°C

22-24

Color rosa a rojo oscura con
brillantez metdlica, 8 menudo
de aspecto verdoso.

Volumen vanable,

La brillantez metdlica puede
cubrir completamente la
colonia o concentrarse en
al centro.




Coliformes fecales

Mnd'.ﬂ de Temparatura Duracién Identificacidn de colonias
cultiva Horas
Agar Chapman 44,5 = 0,2 °C 24 Escherichia coli: color amarillo
con centro anaranjado y halo
amarillo.
M-FC 44,5 £ 0,2 *C 22-24 Califormes fecales: color

azul caracteristico.




Estreptococos fecales

Medio de Duracidn A= s .
cultivo Temperatura Horas ldentificacidn de colonias
KF- 37 +0,5°C 48 1. Color: rosa pdlido a rojo
Streprocaccus oscuro con bordes rosados.
agar 2. Tamafo: 0,5-2,0 mm de

didmetro.

3. Cada colonia es
considerada coma un
estreptococo fecal, aunque
estos organismos existen
normalmente en cadanas de
dos o mds miembros.




Calculo de la concentracion
Se obtiene usando la formula:

N° colonias

N° uO/100 ml = - : x10
Volumen muestra original filtrada

Se debe calcular, a partir de las diluciones realizadas y el
volumen de agua filtrada, el volumen de la muestra
original de agua (Vmo).

— Ejemplo: 10 ml de agua original se diluyeron con 140
ml de agua tamponada (dilucion: 10/150). 25 ml de esta
dilucidn se diluyen con 80 ml de agua tamponada
(dilucion 25/105). De esta ultima dilucién se usaron 40
ml en la filtracion.

— Luego, Vo = (10/150) x (25/105) x 40 = 0,635 ml.

Identificacion de problemas

i
Demasiada contamina- Zona seca en la cual no Colonias ocluidas o
cién bacteriana de fon-  se ha producido alargadas.
do. crecimien-to. Causa: Presencia de
Causa: Condiciones de Causa: El filtro no descan-  fibras en la muestra de
filtracién no estériles o saba sobre la superficie agua. El crecimiento
insuficiente dilucién de del medio de cultivo. de la colonia se

una muestra que contenia  También se puede deber a roduce a lo largo de
bacterias no coliformes.  una lim-pieza insuficiente a fibra.

El nimero total de de la base del portafiltro.

bacterias no debe exceder

de 200 para evitar que

interfieran en el

crecimiento de los

coliformes.




Identificacion de problemas

Demasiadas colonias Crecimiento a lo largo Distribucion de

con aspecto de del borde de cierredel  colonias no uniforme.

coliformes, incontables. filtro. Causa. Pipetear una

Causa, Insuficiente Causa: El portafiltrosno  muestra pequefia

dilucion de la muestra. hace buen cierre o no directamente sobre el
esta bien limpio. filtro seco; no agitar la

muestra durante la
filtracién; no lavar el
embudo después de la
filtracion.




