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0 INTRODUCCION

La presencia y extension de contaminacion fecal es un factor importante en la
determinacion de la calidad de un cuerpo de agua. Las heces contienen una variedad de
microorganismos y formas de resistencia de los mismos, involucrando organismos
patdgenos, los cuales son un riesgo para la salud publica al estar en contacto con el ser
humano. El examen de muestras de agua para determinar la presencia de
microorganismos del grupo coliforme que habitan normalmente en el intestino humano y
de otros animales de sangre caliente, da una indicacion sensible de dicho tipo de
contaminaciéon fecal. Dada la limitada capacidad de algunos miembros del grupo de
organismos coliformes para sobrevivir en agua; sus numeros también pueden emplearse
para estimar el grado de contaminacion fecal.

1. OBJETIVO Y CAMPO DE APLICACION

Esta Norma Mexicana establece un método para la deteccién y enumeracion en agua de
organismos coliformes totales, organismos coliformes fecales (termotolerantes) vy
Escherichia coli presuntiva (E. coli) mediante el cultivo de un medio liquido en tubos
multiples y el calculo de sus nimeros mas probables (NMP) en la muestra.

Este método es aplicable en todo tipo de agua, incluyendo aquellos que contienen una
cantidad apreciable de materia en suspensién.

La seleccion de las pruebas usadas en la deteccion y confirmacién del grupo de
organismos coliformes, incluyendo E. coli, puede verse como una parte de la secuencia
continua. El grado de confirmacién con una muestra en particular depende parcialmente
de la naturaleza del agua y de las razones para realizar el examen. En la practica la
deteccién de E. coli presuntiva, como se define en el punto 4.8 de esta norma da
usualmente una indicacién satisfactoria de la contaminacion fecal.

2. REFERENCIAS

No aplica.

3. PRINCIPIO DEL METODO

El método se basa en la inoculacion de alicuotas de la muestra diluida o sin diluir, en una
serie de tubos de un medio de cultivo liquido conteniendo lactosa.

Los tubos se examinan a las 24 y 48 horas de incubacion ya sea a 35 a- 37°C. Cada uno
de los que muestren turbidez con produccion de gas se resiembra en un medio
selectivo para confirmacion.

Se lleva a cabo la incubacion de estos medios selectivos hasta por 48 horas a 35 - 37 °C
para la deteccion de organismos coliformes y por 24 horas a 44.0 £+ 1 °C para
organismos coliformes fecales (termotolerantes) y E. coli.
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Mediante tablas estadisticas, se lleva a cabo el calculo del numero mas probable (NMP)
de organismos coliformes totales, organismos coliformes fecales (termotolerantes) y E.
coli que puedan estar presentes en 100 mL de muestra a partir del nimero de tubos que
den resultados confirmativos positivos

4. DEFINICIONES

Para los efectos de esta Norma Mexicana, se establecen las siguientes definiciones:

41 Aguas naturales

Agua cruda, subterranea, de lluvia, de tormenta, de tormenta residual y superficial.

4.2 Aguas residuales

Las aguas de composicidon variada provenientes de las descargas de usos municipales,
industriales, comerciales, agricolas, pecuarias, domésticos y similares, asi como la
mezcla de ellas.

4.3 Bitacora

Cuaderno de laboratorio debidamente foliado e identificado, en el cual los analistas
anotan todos los datos de los procedimientos que siguen en el analisis de una muestra,
asi como todas las informaciones pertinentes y relevantes a su trabajo en el laboratorio.
Es a partir de dichas bitacoras que los inspectores pueden reconstruir el proceso de
analisis de una muestra tiempo después de que se llevd a cabo.

4.4 Descarga

Accion de verter, infiltrar, depositar o inyectar aguas residuales a un cuerpo receptor en
forma continua, intermitente o fortuita, cuando éste es un bien del dominio publico de la
Nacion.

4.5 Escherichia coli: presuntiva (E. coli).-

Bacilo Gram negativo , aerobio o anaerobio facultativo no esporulado que se caracteriza
por poseer la enzima beta-galactosidasa , se desarrolla a 44.0 + 1 °C , fermenta la
lactosa y el manitol produciendo acido y gas , produce indol a partir del triptofano, es
oxidasa negativo y no hidroliza la urea.

4.6 Fermentacion

Oxidacion aerobica-anaerobica de compuestos por la accion enzimatica de los
microorganismo

4.7 Medio selectivo
Medio de cultivo sdlido - liquido que contiene sustancias quimicas especificas que permite

el desarrollo de un grupo de organismos especificos, inhibiendo al mismo tiempo el
desarrollo de otros.
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4.8 Medios diferenciales

Medio de cultivo sdlido - liquido que contiene sustancias quimicas especificas que
permiten al observador diferenciar distintos tipos de organismos.

4.9 Muestra

La que se tome en el punto de descarga, de manera continua, en dia normal de operacion
que refleje cuantitativa y cualitativamente el o los procesos mas representativos de las
actividades que generan la descarga, durante el tiempo necesario para completar cuando
menos, un volumen suficiente para que se lleven a cabo los analisis necesarios para
conocer su composicion, aforando el caudal descargado en el sitio y en el momento de
muestreo.

410 Numero Mas Probable (NMP)

Expresién estadistica que se utiliza para estimar la cantidad de bacterias coliformes
presentes en un volumen de muestra determinado.

411 Organismo aerobio

Organismo que requiere de oxigeno molecular para su desarrollo.

412 Organismo anaerobio

Organismo que se desarrolla en ausencia de oxigeno molecular.

4.13 Organismo Anaerobio facultativo

Organismo que se desarrolla tanto en condiciones aerobicas como anaerobicas.

4.14 Organismos coliformes

Comprende todos los bacilos aerobios o anaerobios facultativos Gram negativos , no
esporulados que fermentan la lactosa a 35 a 37 ° C con produccion de gas y acido en un
periodo de 24 a 48 horas.

4.15 Organismos coliformes fecales (termotolerantes)

Comprende todos los bacilos aerobios o anaerobios facultativos , Gram negativos , no
esporulados que fermentan la lactosa con produccion de acidoygasa (44.0+£1°C)en
un plazo de 24 horas.

416 Parametro

Variable que se utiliza como referencia para determinar la calidad del agua.

5. REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO
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Los reactivos que a continuacidén se mencionan, deben ser grado analitico o grado
bacterioldgico a menos que se indique otra cosa. Cuando se especifiquen el uso del agua
se debe entender agua destilada in vitro o0 agua desmineralizada libre de sustancias que
pueden inhibir el crecimiento bacteriano en las condiciones de la prueba.

Para la preparacion de los reactivos, las condiciones de esterilizacién deben de ser 121°C
durante 15 minutos. Los tubos de fermentacién (tipo Durham) no deben contener burbujas
después de la esterilizacion.

En caso de utilizar medios deshidratados, seguir las recomendaciones del fabricante para
su preparacién o en su caso utilizar uno de los siguientes medios de cultivo:

5.1 Medios de cultivo presuntivos.
5.1.1 Caldo lauril triptosa

Medio de doble concentracion:

Triptosa 40.0g
Lactosa 10.0¢g
Cloruro de sodio (NaCl) 10.0g
Fosfato Monobasico de potasio (KH.PO,) 55¢
Fosfato dibasico de potasio (K;HPO,) 55¢
Lauril sulfato de sodio. 0.2¢
Agua para llevar a 1000 mL

Anadir la triptosa y el cloruro de sodio al agua, calentar para disolver y afadir el lauril
sulfato de sodio. Disolver el resto de los componentes por separado y agregarlos a los
anteriores mezclandolos suavemente para evitar la formacion de espuma. Ajustar a pH
6.8. Preparar el medio de simple concentracion diluyendo el medio de doble
concentracion con un volumen igual de agua.

Distribuir el medio de simple concentracién en volumenes de 5 mL y el medio de doble
concentracién en volumen de 10 y 50 mL. Cada tubo o matraz debe contener un tubo de
fermentacion invertido (tipo Durham). Colocar en autoclave a 121°C durante 15 min.

5.1.2 Caldo Lactosa.

Medio doble de concentracion:

Peptona 10.0g
Lactosa 10.0¢
Extracto de carne 6.0g
Agua para llevar a 1000 mL

Disolver los componentes en agua hirviendo. Si es necesario, ajustar el pH de modo que
al terminar la esterilizacion sea de 6.7. Preparar el medio de simple concentracion
diluyendo el medio de doble concentracién con un volumen igual de agua.

Distribuir el medio de simple concentracién en voluimenes de 5 mL vy el de doble
concentracién en volumenes de 10 y 50 mL. Cada tubo o matraz debe contener un tubo
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de fermentacion invertido (tipo Durham). Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15
min.
Nota 1: Estos medios son de uso comun en numerosos paises. La selectividad del CLT
depende respectivamente de la presencia de sales Biliares y del agente de superficie
activo, el Lauril sulfato. El caldo lactosa no es un medio selectivo.
5.2 Utilizar uno o mas de los siguientes medios de cultivo confirmativos:

5.2.1 Medios para la produccion de gas:

5.2.1.1 Caldo bilis lactosa verde brillante:

Peptona 10.0¢
Lactosa 10.0g
Bilis de buey (deshidratada) 20.0g
Verde brillante (0.1% m/vol. en solucion) 13.0 mL
Agua para llevar a 1000 mL

Disolver la peptona en 500 mL de agua. Afiadir los 20 g de bilis de buey deshidratada
disueltos en 200 mL de agua; la solucién debe tener un pH entre 7.0 y 7.5 disolver con
agua hasta un volumen aproximado de 975 mL. Agregar la lactosa y ajustar el pH a 7.4
con solucién de Hidroxido de Sodio 1N o acido clorhidrico 1N. Afadir la solucién de verde
brillante y aforar a 1000 mL con agua.

Distribuir en tubos de ensaye con suficiente medio para que el tubo invertido quede
cubierto y colocar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

5.2.1.2 Medio EC:

Triptosa o tripticasa 20.0¢
Lactosa 50¢g
Mezcla de sales biliares 1.59
Fosfato dibasico de potasio (K2HPO4) 40¢
Fosfato monobasico de potasio (KH2PO4) 15¢g
Cloruro de sodio (NaCL) 50¢9
Agua para llevar a 1000 mL

Disolver los componentes por separado y agregarlos agitando suavemente. El pH debe
ser de 6.9 + 0.2, distribuir en tubos de fermentacion con suficiente medio para que el tubo
invertido quede cubierto después de la esterilizacion.

Como medio confirmativo para coliformes totales, él mas generalizado es el caldo de bilis
lactosa verde brillante (BLVB). Para confirmar la presencia de coliformes fecales
(termotolerantes) se utiliza el caldo EC.

5.2.2 Medio para la produccion de indol

5.2.2.1 Agua de triptona:
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Triptona 20.0g
Cloruro de sodio (NaCL) 50g¢
Agua para llevar a 1000 mL

Disolver los componentes en agua y ajustar el pH a 7.5 distribuir en volumenes de 5 mL
y colocar en autoclave a 121°C durante 15 min.

Nota 2: La adicién de 0.1% (m/v) de L 6 DL-triptofano puede mejorar el funcionamiento
del medio.

5.3 Reactivo de Kovacs para Indol:

1,4 dimetilaminobenzaldehido

(C6H4 [H(CH3)2] CHO) 5049
Alcohol amilico (CH3 (CH2) 4CH) libre

de bases organicas 75 mL
Acido clorhidrico concentrado (HCL) 25 mL

Disolver el aldehido en alcohol. AfAadir el Acido concentrado con cuidado. Proteger de la
luz y almacenar a 4°C.

Nota 3: El reactivo debe tener una coloracion entre amarillo claro y café claro; algunas
muestras de Alcohol Amilico son insatisfactorias y dan una coloracién oscura con el
Aldehido

54 Reactivo para la prueba de Oxidasa:

Clorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina 01g
Agua 10 mL

Este reactivo no es estable y debe prepararse para usarse en pequefas cantidades cada
vez que sea necesario.

5.5 Diluyentes
5.5.1 Diluyentes de peptona (0.1 %).

Peptona 109
Agua para llevar a 1000 mL

Disolver la peptona en aproximadamente 950 mL de agua. Ajustar el pH con solucién de
hidroxido de sodio 1 N o acido clorhidrico 1N de modo que después de la esterilizacion
sea de 7.0 £ 0.1. Aforar a 1000 mL con agua, distribuir en volumenes convenientes y
esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

5.5.2 Solucién amortiguadora de Fosfato ( Solucién Madre )

Fosfato monobasico de Potasio (KH2PO4) 42.5 mg
Cloruro de Magnesio (MgCL2) 190.0 mL

10
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5.5.2.1 Soluciéon de Fosfato

Disolver 34 g de Fosfato monobasico de Potasio (KH2PO4) en 500 mL de agua. Ajustar el
pH 7.2 + 0.5 con la solucion de Hidréxido de Sodio 1 N y aforar a 1000 ML con agua.

5.5.2.2 Disolucion de Cloruro de Magnesio

Disolver 38 g de Cloruro de Magnesio anhidro o 81 g de Cloruro de Magnesio
hexahidratado en 1000 mL de agua.

Para usarla, afiadir 1.25 mL de solucibn de Fosfato monobéasico de Potasio
(KH2P0O4)(5.5.2.1) y 5.0 mL de solucién de Cloruro de Magnesio (5.5.2.2) a 1000 mL de
agua. Distribuir en volumenes convenientes y esterilizar en autoclave a 121 °C durante
15 minutos.

6. EQUIPOS Y MATERIALES

Soélo se mencionan los equipos y materiales que son de relevancia para el presente
método.

Aparte de los materiales que se suministran estériles, el material de vidrio y el resto del
equipo deben esterilizarse.

6.1 Incubadora capaz de mantener una temperatura de (35-37 °C).

6.2 Incubadora para coliformes fecales (termotolerantes) o bafio maria capaz de
mantener una temperatura de 44.0°C =1 °C.

6.3 Estufa capaz de mantener una temperatura de 170-200 °C.
6.4 Autoclave u olla de presion con manémetro.
6.5 pHmetro con precision de 0.1 unidades en escala de pH

6.6 Balanza granataria con exactitud de +/- 0.1 g y/o balanza analitica con exactitud de
+/- 0.01 g.

6.7 Pipetas graduadas

6.8 Pipeteros de aluminio o acero inoxidable, se puede sustituir por papel aluminio o
papel Kraft.

6.9 Tubos de ensaye de cristal, refractario de volumen adecuado con tapén de baquelita,
(preferentemente) aluminio o algodén (este no debe ser utilizado mas de una
ocasion).

6.10 Frascos muestradores de vidrio resistente o cristal refractario de 125 mL, con

tapdn de cristal esmerilado o tapa de rosca o bolsa de recoleccién de plastico estéril o
frascos de plastico estériles desechables.

11
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6.11 Tubos de fermentacion (tipo Durham)
6.12 Asas de inoculacién

6.13 Material de uso comun en laboratorio

7. RECOLECCION, PRESERVACION Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS
71 El muestreo se realiza de acuerdo a las Normas de muestreo vigentes.

El analisis bacterioldgico de la muestra debe practicarse antes de que hayan transcurrido
24 horas.

Durante el periodo que transcurre del muestreo al analisis, se debe conservar la muestra
a4 +/- 1° C, con objeto de inhibir la actividad bacteriana.
8. CONTROL DE CALIDAD

8.1 Cada laboratorio que utilice este método esta obligado a operar un programa de
control de calidad (CC) formal.

8.2 Es obligatorio para el laboratorio mantener los siguientes registros:

- Los nombres, titulos, direcciones y numero de teléfono de los analistas que ejecutaron
los andlisis y el encargado de control de calidad que verifico los analisis.

- Las bitacoras manuscritas del analista y del equipo en los que se contengan los
siguientes datos:

a) Identificacion de la muestra

b) Fecha del analisis

¢) Procedimiento cronolégico utilizado

d) Cantidad de muestra utilizada

€) Numero de muestras de control de calidad analizadas

f) Trazabilidad de las calibraciones de los instrumentos de medicion
g) Evidencia de la aceptacién o rechazo de los resultados

h) Ademas el laboratorio debe mantener la informacién original reportada por los equipos
en disquetes o en otros respaldos de informacion.

De tal forma que permita a un evaluador externo reconstruir cada determinacién mediante
el seguimiento de la informacion desde la recepcién de la muestra hasta el resultado final.

12
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9. CALIBRACION
Se debe contar con la calibracién de los equipos y materiales siguientes:
9.1 Balanza analitica.

9.2 pHmetro: La verificacion de este equipo debe hacerse antes de iniciar cualquier
analisis.

10. PROCEDIMIENTO
10.1  Pruebas presuntivas
10.1.1 Preparacién de la muestra e inoculacion del medio.

Antes del examen, mezclar perfectamente la muestra agitandola vigorosamente para
lograr una distribucién uniforme de los microorganismos y, dependiendo de la naturaleza
del agua y el contenido bacteriano esperado, hacer todas las diluciones necesarias en
esta etapa.

Utilizar series que consten de por lo menos tres diluciones por ejemplo:
10 mL, 1.0 mL y 0.1 mL o bien 1.0 mL, 0.1 mL y 0.01 mL o las que se consideren
necesarias.

Por cada dilucion debe haber 3 6 5 tubos.

Para diluciones a 10 veces, poner 90 6 9 mL del diluyente en matraces o tubos de
dilucion esterilizados. Alternativamente, usar volumenes de diluyente preesterilizado en
matraces con tapdén de rosca o algodén. Hacer una o mas diluciones a 10 veces
transfiriendo un volumen de la muestra de agua a 9 volimenes del diluyente. Repetir
estos pasos cuantas veces sea necesario. Preparar suficiente cantidad de cada diluciéon
para todas las pruebas que se vayan a llevar a cabo con la muestra. Para diluciones
diferentes a 10 veces ajustar el volumen de diluyente a la porcion de prueba. Inocular los
tubos conteniendo medios de aislamiento de doble concentracion con porciones de
prueba de un volumen minimo de 5 mL.

10.1.2 Incubacion de los tubos

Incubar los tubos inoculados a 35°C -37 °C durante 48 h.

10.1.3 Examen de los tubos

Examinar los cultivos de los tubos después de un periodo de incubacién de 18 a 24 horas
y considerar como resultados positivos aquellos que muestren turbidez debido al
crecimiento bacteriano y formacion de gas en los tubos internos invertidos (Tipo Durham)
junto con produccién de acido si el medio de aislamiento contiene un indicador de pH.

Reincubar aquellos tubos que no muestren alguno o todos estos cambios y examinarlos
nuevamente para detectar reacciones positivas a las 48 horas.

13
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10.2 Pruebas confirmativas.
10.2.1 Inoculacion del medio.

Resembrar a partir de cada tubo de medio de aislamiento que muestre un resultado
positivo en uno o mas tubos de medio confirmativo (6.2) para detectar la produccion de
gas e indol.

Nota 4.- Si se usa el medio de caldo lactosa para aislar, resembrar en alguno de los
medios confirmativos, caldo Bilis lactosa Verde Brillante o caldo EC para efectuar la
confirmacién.

10.2.2 Incubacion y examen.

Para confirmar la presencia de organismos coliformes, incubar un tubo de caldo Bilis
Lactosa Verde Brillante a 37 °C y examinarlo para ver si hay produccién de gas dentro
de un periodo de 48 horas.

Para confirmar la presencia de organismos coliformes fecales (termotolerantes), incubar
otro tubo de caldo EC a 44.0°C = 1 °C durante 24 h para ver si hay produccién de gas.

Para confirmar la presencia de E. coli presuntiva, incubar un tubo de agua de triptona para
detectar la formacién de indol a 44.0°C % 1 °C durante 24 h. Después afiadir de 0.2 a 0.3
mL de reactivo de kovacs (6.3) al tubo de agua de triptona; el desarrollo de un anillo de
color rojo después de agitar suavemente denota la presencia de indol.

Nota 5.- La deteccidon de E. coli presuntiva se considera una evidencia satisfactoria de
contaminacién fecal. Sin embargo, pueden efectuarse mayores pruebas para la
confirmacioén de E. coli si se considera necesario.

10.3 Prueba de oxidasa

Algunas bacterias existentes en el agua pueden conformarse a la definicion de
organismos coliformes en muchos aspectos, pero son capaces de producir gas a partir de
lactosa solamente a temperaturas inferiores a 37°C. Por consiguientes, dan resultados
negativos en las pruebas confirmativas estandar para organismos coliformes y su
presencia en agua usualmente no se considera significativa. Las especies de
Aeromonas, que se encuentran naturalmente en el agua, tiene una temperatura optima de
crecimiento en el rango de 30 a 35°C, pero a pesar de ello son capaces de producir acido
y gas a partir de lactosa a 37°C. Tienen poco significado para afectos sanitarios y se
distinguen del grupo de los coliformes por una reaccién de oxidasa positiva.

10.3.1 Llevar a cabo la prueba con subcultivos puros de los organismos fermentadores de
lactosa, crecidos en medios nutrientes de agar como sigue:

a) Colocar de 2 a 3 gotas de reactivo de oxidasa recientemente preparada (6.4) en un
papel filtro en una caja petri.

b) Con una barra de vidrio o asa de alambre de platino ( no de nicromel) o palillo estéril de
madera, colocar parte del cultivo en papel filtro preparado.
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c) Considerar la aparicion de un color azul marino purpureo en un lapso de 10 segundos
Ccomo una reaccion positiva.

Nota 6.- En cada ocasion que se use el reactivo de oxidasa, llevar a cabo pruebas de
control con cultivos de organismos que se sepa dan una reaccion positiva (Pseudomonas
aeruginosa) y uno que de una reaccion negativa (E. coli) en 100 mL de la muestra.

11. CALCULOS.

A partir del numero de tubos que dan reacciones positivas en los medios presuntivos y
confirmativos, calcular por referencia a las tablas estadisticas (ver tabla) el nimero mas
probable de organismos coliformes, organismos coliformes fecales (termotolerante) y E.
coli presuntiva en 100 mL de la muestra. Cuando se emplean diluciones, el resultado
final debera multiplicares por el factor de dilucién para hacerlo equivalente.

En el caso de no encontrar en las tablas la combinacién de tubos adecuada, emplear para
los calculos la siguiente ecuacion:

No. de tubos positivos x 100
NMP/100 ml = ml de muestra ml de muestra
en tubos negativos en todos los tubos

15



Tabla 1
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Indice del NMP vy limite confiable de 95 % para varias combinaciones de resultados
positivos y negativos cuando se usan: 5 tubos con porciones de 10 mL , 5 porciones de 1

mL y 5 porciones de 0.1 mL

No. de tubos con indice | Limite confiable No. De tubos con indice Limite confiable
reacciones positivas del de 95% reacciones positivas del NMP de 95%
NMP por 100
por ml
100 ml
5 5 5 5 5 5
tubos |tubos |tubos Inferior | Superior | [tubos [tubos |tubos Inferior | Superior
con 10 | con con con con con
ml 1ml 0.1 ml 10ml | 1ml 0.1ml
0 0 0 <2 - - 4 2 1 26 12 65
0 0 1 2 1.0 10 4 3 0 27 12 67
0 1 0 2 1.0 10 4 3 1 33 15 77
0 2 0 4 1.0 13 4 4 0 34 16 80
1 0 0 2 1.0 11 5 0 0 23 9.0 86
1 0 1 4 1.0 15 5 0 1 30 10 110
1 1 0 4 1.0 15 5 0 2 40 20 140
1 1 1 6 2.0 18 5 1 0 30 10 120
1 2 0 6 2.0 18 5 1 1 50 20 150
5 1 2 60 30 180
2 0 0 4 1.0 17
2 0 1 7 2.0 20 5 2 0 50 20 170
2 1 0 7 2.0 21 5 2 1 70 30 210
2 1 1 9 3.0 24 5 2 2 90 40 250
2 2 0 9 3.0 25 5 3 0 80 30 250
2 3 0 12 5.0 29 5 3 1 110 40 300
1 5 3 2 140 60 360
3 0 0 8 3.0 24
3 0 1 11 4.0 29 5 3 3 170 80 410
3 1 0 11 4.0 29 5 4 0 130 50 390
3 1 1 14 6.0 35 5 4 1 170 70 480
3 2 0 14 6.0 35 5 4 2 220 100 580
3 2 1 17 7.0 40 5 4 3 280 120 690
5 4 4 350 160 820
4 0 0 13 5.0 38 5 5 0 240 100 940
4 0 1 17 7.0 45 5 5 1 300 100 1300
4 1 0 17 7.0 46 5 5 2 500 200 2000
4 1 1 21 9.0 55 5 5 3 900 300 2900
4 1 2 26 12 63 5 5 4 1600 600 5300
4 2 0 22 9.0 56 5 5 5 >=1600
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porciones de 10 ml y 5 tubos con porciones de 1 ml.

Tabla 2
Indice del NMP vy limite confiable de 95 % para varias combinaciones de resultados
positivos y negativos cuando se usan: 1 tubo con porciones de 50 ml , 5 tubos con

PROY NMX-AA-042-SCFI-2005

No. de tubos con indice | Limite confiable No. De tubos con indice | Limite confiable de
reacciones positivas del de 95% reacciones positivas del 95%
NMP NMP
por por
100 ml 100 ml
1 5 5 1 5 5
tubos | tubos | tubos Inferior | Superior tubos | tubos | tubos Inferior | Superior
con50|con10| con con con con
ml ml 1ml 50ml 10ml 1ml
0 0 0 <1 - - 1 2 1 7 1 17
0 0 1 1 <0.5 4 1 2 2 10 3 23
0 0 2 2 <0.5 6 1 2 3 12 3 28
0 1 0 1 <0.5 4 1 3 0 8 2 19
0 1 1 2 <0.5 6 1 3 1 1" 3 26
0 1 2 3 <0.5 8
1 3 2 14 4 34
0 2 0 2 <0.5 6 1 3 3 18 5 53
0 2 1 3 <0.5 8 1 3 4 21 6 66
0 2 2 4 <0.5 11 1 4 0 13 4 31
0 3 0 3 <0.5 8 1 4 1 17 5 47
0 3 1 5 <0.5 13
0 4 0 5 <0.5 13 1 4 2 22 7 69
1 4 3 28 9 85
1 0 0 1 <0.5 4 1 4 4 35 12 100
1 0 1 3 <0.5 1 4 5 43 15 120
1 0 2 4 <0.5 11 1 5 0 24 8 75
1 0 3 6 <0.5 15
1 1 0 3 <0.5 8 1 5 1 35 12 100
1 5 2 54 18 140
1 1 1 5 <0.5 13 1 5 3 92 27 220
1 1 2 7 1 17 1 5 4 160 39 450
1 1 3 9 2 21 1 5 5 >=240
1 2 0 5 <0.5 13
Tabla 3

Indice del NMP vy limite confiable de 95 % para varias combinaciones de resultados
positivos y negativos cuando se usan: 5 tubos con porciones de 50 ml, 5 con porciones de
10 ml y 5 tubos con porciones de 1 ml .

No. de tubos con
reacciones positivas

indice
del
NMP
por

100 ml

Limite confiable
de 95%

No. De tubos con
reacciones positivas

indice
del NMP
por 100
ml

Limite confiable
de 95%

tubos
con
50ml

tubos
con
10ml

tubos
con
Tml

Inferior | Superior

tubos
con
50ml

tubos
con
10ml

tubos
con 1
ml

Inferior | Superior
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0 0 0 <1 - - 4 1 1 4 1 9
0 0 1 1 <0.5 2 4 1 2 4 1 9
0 1 0 1 <0.5 2 4 2 0 4 1 9
0 1 1 1 <0.5 2 4 2 1 4 1 9
0 2 0 1 <0.5 2 4 2 2 5 2 12
0 3 0 1 <0.5 2 4 3 0 5 2 12
1 0 0 1 <0.5 2 4 3 1 5 2 12
1 0 1 1 <0.5 2 4 3 2 6 2 14
1 1 0 1 <0.5 2 4 4 0 6 2 14
1 1 1 1 <0.5 2 4 4 1 7 3 17
1 2 0 1 <0.5 2 4 5 0 7 3 17
1 2 1 2 <0.5 4 4 5 1 8 3 19
1 3 0 2 <0.5 4

5 0 0 4 1 9
2 0 0 1 <0.5 2 5 0 1 4 1 9
2 0 1 1 <0.5 2 5 0 2 6 2 14
2 1 0 1 <0.5 2 5 1 0 5 2 12
2 1 1 2 <0.5 4 5 1 1 6 2 14
2 2 0 2 <0.5 4
2 2 1 2 <0.5 4 5 1 2 7 3 17

5 2 0 6 2 14
2 3 0 <0.5 4 5 2 1 8 3 19
2 3 1 3 1 7 5 2 2 10 4 23
2 4 1 7 5 2 3 12 4 28
3 0 0 2 <0.5 4 5 3 0 9 3 21
3 0 1 2 <0.5 4 5 3 1 11 4 26
3 1 0 2 <0.5 4 5 3 2 14 5 34
3 1 1 2 <0.5 4 5 3 3 18 6 53
3 1 2 3 1 7 5 4 0 13 6 31
3 2 0 3 1 7

5 4 1 17 6 47
3 2 1 3 1 7 5 4 2 22 7 70
3 2 2 4 1 9 5 4 3 28 9 85
3 3 0 3 1 7 5 4 4 35 11 100
3 3 1 4 1 9 5 5 0 24 8 75
3 4 0 4 1 9
3 4 1 4 1 9 5 5 1 35 11 100

5 5 2 54 18 140
4 0 0 2 <0.5 4 5 5 3 92 27 220
4 0 1 3 1 7 5 5 4 160 39 420
4 0 2 3 1 7 5 5 5 >=240
4 1 0 3 1 7

Tabla 4

Indice del NMP vy limite confiable de 95 % para varias combinaciones de resultados
positivos y negativos cuando se usan: 3 tubos con porciones de 10 ml, 3 tubos con
porciones de 1 ml, 3 tubos con porciones de 0.1 ml .

No. de tubos con reacciones Indice del NMP Limite confiable de 95%
positivas por 100 ml
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3 tubos 3 tubos 3 tubos

con10ml [ con1ml | con 0.1 ml Inferior Superior
0 0 0 <3
0 0 1 3 <0.5 9
0 1 0 3 <0.5 3
1 0 0 4 <0.5 20
1 0 1 7 1 21
1 1 0 7 1 23
1 1 1 11 3 36
1 2 0 11 3 36
2 0 0 9 1 36
2 0 1 14 3 37
2 1 0 15 3 44
2 1 1 20 7 89
2 2 0 21 4 47
2 2 1 28 10 150
3 0 0 23 4 120
3 0 1 39 7 130
3 0 2 64 15 380
3 1 0 43 7 210
3 1 1 75 14 230
3 1 2 120 30 380
3 2 0 93 15 380
3 2 1 150 30 440
3 2 2 210 35 470
3 3 0 240 36 1300
3 3 1 460 71 2400
3 3 2 1100 150 4800
3 3 3 >=2400

111 Confiabilidad

El procedimiento de fermentacion en tubos multiples es el método mas usado por su
facilidad y economia. El resultado de esta prueba se expresa por el “nhumero mas
probable” (NMP), pero debe entenderse que el método no es exacto ya que solo nos da la
probable densidad de bacterias coliformes totales o coliformes fecales (termotolerantes)
de una muestra determinada.

La confiabilidad esta dada por los niveles superiores o inferiores del limite de confianza al
95% establecido en las tablas para cada NMP/100 mL, no obstante, es una indicacion
importante para evaluar la calidad sanitaria del agua.

12. INTERFERENCIAS
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Colocar en el material de muestreo, previo a la esterilizacion, 0.1 mL de solucion de
tiosulfato de sodio al 10% con el propdsito de inhibir la accion del cloro que puede
contener la muestra.

13. SEGURIDAD

13.1 Este método puede no mencionar todas las precauciones de seguridad asociadas
con su uso. El laboratorio es responsable de mantener un ambiente de trabajo seguro y
un archivo de las normas de seguridad respecto a la exposicidon y manejo seguro de las
substancias quimicas especificadas en éste método. Debe tenerse un archivo de
referencia de las hojas de informacion de seguridad el cual debe estar disponible a todo el
personal involucrado en estos analisis.

13.2 Los acidos y bases concentradas empleados en este método pueden causar
severas quemaduras e irritaciones en la piel, por lo que debe utilizarse ropa protectora tal
como: batas, guantes y lentes de seguridad cuando se manejan estos compuestos
quimicos, por lo que deben prepararse en campana de extraccion.

13.3 El hidréxido de sodio en contacto con los ojos o piel, puede causar severa irritacion
0 quemaduras. La inhalacion de vapores puede causar tos, dolor en el pecho, dificultad
para respirar o estado de inconsciencia.

14 MANEJO DE RESIDUOS

Es la responsabilidad del laboratorio cumplir con todos los reglamentos federales,
estatales y locales referente al manejo de residuos, particularmente las reglas de
identificacion, almacenamiento y disposicion de residuos peligrosos.

14.1 Cada laboratorio debe contemplar dentro de su Programa de Control de Calidad el
destino final de los residuos generados durante la determinacion.

14.2 Los desechos acidos se deben neutralizar para su posterior desecho.

14.3 Todas las muestras que cumplan con la Norma de descarga a alcantarillado
pueden descargarse en el mismo sistema.
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16. CONCORDANCIA CON NORMAS INTERNACIONALES
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Escherichia coli by the multiple tube (most probable number) method.

MEXICO, D.F. A,

MIGUEL AGUILAR ROMO
DIRECTOR GENERAL DE NORMAS
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