METQDO ANALITICO DETERMINACION DE BACTERIAS
MESOFILAS POR RECUENTO EN PLACA, TECNICA DE
FILTRACION POR MEMBRANA, SM 9215 D.
£QRPOURABA

Corporacion para el Desarrollo Sostenible del Uraba
Cédigo: D-7.2-07 Version: 06
Reviso: Subdirector de Planeacion y O.T. Aprobo: Director General (E).
Fecha: 09 de Julio de 2025 Fecha: 09 de Julio de 2025
Resolucion: 100-03-10-23-1338-2025 Paginas: 1de 5

1. DESCRIPCION

Los Mesofilos son organismo cuya temperatura de crecimiento 6ptima y proliferacion
esta entre los 15 y los 40°C. En este grupo se encuentran los microorganismos
patogenos, lo que hace que la temperatura corporal sea idonea para el desarrollo de
este tipo de microorganismos. El conjunto que forma las bacterias mesdfilas se
emplea generalmente como estandar para determinar la contaminacion de muestras
de agua o alimento con microorganismo después de un procedimiento de cloracioén.

2. ALCANCE

Esta técnica para la determinaciéon de mesofilos, es aplicable a muestras de agua de
piscina, agua tratada, agua de consumo y a matrices que contengan bajas
concentraciones de bacterias mesdfilas.

3. FUNDAMENTOS DEL METODO
3.1 Principio

Este método se fundamenta en determinar el numero de microorganismos mesofilos
presentes en una muestra de agua, por medio de recuento en placa de una muestra
de agua filtrada en filtros de celulosa de 0,45um de tamafo de poro, los filtros son
incubados a 35°C durante 48 horas. Tras la incubacion, todas las colonias que se
desarrollan pueden contarse como bacterias mesdfilas.

3.2 Interferencias

Al constituir un amplio rango de microorganismos, se considera que no se presentan
interferencias para su crecimiento.

4. TOMA DE MUESTRA'Y ALMACENAMIENTO

Se toma una muestra de agua tratada, en un recipiente estéril con capacidad de
250mL y con aditivo de Tiosulfato de Sodio al 3%; y Tiosulfato al 10% para muestras
de piscina, esto para la inacivacion del cloro residual libre contenido en la muestra.
La adicién de tiosulfato es de 0,1 mL por cada 120mL de capacidad del recipiente
tanto para la concentracion de 3 como para la de 10%

La muestra debe ser llevada al laboratorio para su analisis en un periodo no mayor a
24 horas y se conserva en nevera a una temperatura no mayor a 10°C.



5. INSTRUMENTAL Y EQUIPOS

Pipetas de 1, 5y 10 mL estériles.
Pipeteador.

Papel kraft.

Horno esterilizador.

Cajas de Petri.

Incubadora.

Cuenta colonias.

Autoclave.

Base Manifold.

Vasos de filtracién.

Filtros de Celulosa 0,45 micras.

6. REACTIVOS

Agar Plate count.
Agua destilada.

7. PREPARACION DE REACTIVOS

Agar Plate Count (Agar peptona de caseina- glucosa- extracto de levadura).
Medio de cultivo exento de sustancias inhibidoras y de indicadores, concebido
esencialmente para la determinacion del numero total de gérmenes en leche,
productos lacteos, aguas y otros. Preparacién: Disolver 22,5 g/Litro y esterilizar en
autoclave (15 min a 121°C).

8. PROCEDIMIENTO

Filtrar 100 mL o menos de agua natural o tratada, a través de una membrana
de 0,45 micras.

Si la muestra contiene altas concentraciones de microorganismos se procede
a realizar diluciones de manera que en el filtro crezcan de 20 a 200 UFC.
Colocar el filtro sobre agar Plate count, de tal forma que no se generen
burbujas de aire entre el filtro y la superficie del agar.

Invierta las cajas de petri e incube a 35°C durante 48+3 horas.

Hacer el recuento de las colonias y reportarlas en UFC/mL.

Corporacion para el Desarrollo Sostenible del Uraba
D-7.2-07 Version: 06 Pagina: 2de 5




9. ALGORITMO

Filtrar 100ml o menos de agua natural o
tratada, a través de una membrana de 0,45
micras

i

Si la muestra contiene altas
concentraciones de microorganismos se
procede a realizar diluciones de manera
que en el filtro crezcan de 20 a 200 UFC

1

Colocar el filtro sobre agar Plate count e
incube a 35°C de 483 horas

1

Reportar el nimero de colonias en
UFC/mL

10. CALCULOS Y RESULTADOS

A las 48 horas de incubacion se hace la lectura de las colonias. El reporte se realiza
en UFC/mL.

Colonias contadas
CFU/mL

volumen de muestra filtrada en mL

Nota: en la captura de datos e informe de resultados, se realizara el reporte
representando el resultado en unidades formadoras de colonia en 100 mililitros
UFC/100mL, para efectos de no generar errores en la interpretacion, dado que el
laboratorio ofrece esta metodologia para realizar analisis de calidad del agua de
consumo Yy recreacional principalmente y la Normatividad describe el reporte en
UFC/100mL

11. SEGUIMIENTO Y CONTROL DE CALIDAD

Control Negativo Durante el analisis de agua y con el fin de descartar cualquier
contaminacion externa, se realiza un control negativo que garantice una correcta
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esterilidad en el proceso de preparacion y montaje del método. Para esto, se incuba una
caja de Petri con agar plate count con un filtro, estos sin inocular a 35°C por 48+3 horas.
El control se realiza por lote de medio preparado.

Control Positivo: El control positivo de medios se realiza con Escherichia coli ATCC
25922 y Enterococcus faecalis ATCC 29212. Para esto 100 mL de agua estéril son
inoculados con una concentracién de 10 a 100 bacterias por mL. Este control se
realizara por lote de medio preparado.

Se realiza un duplicado de muestra por corrida; tomando una muestra al azar.

Analisis de Efecto matriz. se realiza mediante el calculo del porcentaje de
recuperacion de una muestra de agua afiadida con una concentracion de 10-
100bacterias/mL de E. coli.

%R = (x muestra inoculada) / (xcepa + & muestra) x 100

Dénde:
%R = Porcentaje de recuperacion

= Promedio de la concentracion

El efecto matriz es analizado cada vez que ingresa una matriz diferente de agua
potable.

Todo el control de calidad realizado se registra en el formato “R-7.4-21 captura de datos
mesofilos” en orden cronologico.

12. MANTENIMEINTO

El mantenimiento de las incubadoras se realiza entre 12 a 18 meses de acuerdo a lo
evaluado por el laboratorio.

13. BIBLIOGRAFIA
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14. CONTROL DE CAMBIOS

Fecha

Resolucioén

Version

Detalle

12/12/2014

300-03-10-23-1864

01

Aprobacién inicial con cédigo y nombre D-5.4-07: METODO
ANALITICO DETERMINACION DE MICROORGANISMOS
MESOFILOS POR LA TECNICA DE RECUENTO EN PLACA,
SM 9215 B.

05/10/2016

300-03-10-23-1303

02

Se actualiza el logo corporativo.

15/08/2018

300-03-10-23-1436

03

Se cambia el método de referencia “SM 9215 B empleado para
la realizacion de la determinacion de microorganismos mesdéfilos
por la técnica de recuento en placa” por “METODO ANALITICO
DETERMINACION DE BACTERIAS MESOFILAS POR
RECUENTO EN PLACA, TECNICA DE FILTRACION POR
MEMBRANA SM 9215 D”.

De acuerdo al SM Ed. 23 de 2017 se realizan los siguientes
ajustes:

En la seccion de FUNDAMENTO DEL METODO cambia el
principio de acuerdo al SM 9215 D — Filtraciéon por membrana. De
igual forma se modifica la DEFINICION y se ajusta el rango de
temperatura.

En la secciéon de TOMA DE MUESTRA Y ALMACENAMIENTO
se adiciona la concentracion de tiosulfato usado para declorar
muestras de agua de consumo y se especifica la concentracion
para muestras de aguas de piscina. Ademas se cambia la
temperatura de almacenamiento de acuerdo al SM.

La seccion PROCEDIMIENTO se modifica de acuerdo a la nueva
técnica implementada, de igual modo se ajusta la seccién de
ALGORITMO conforme al cambio.

La seccion de SEGUIMIENTO Y CONTROL se reestructura de
acuerdo a los requerimientos dados desde el SM, indicando:
Control Negativo, Control Positivo y Andlisis de efecto matriz.
Ademas del control por duplicados en cada corrida del ensayo.

19/11/2019

300-03-10-23-1429

04

Se elimina la subseccion 3.2 - Definicion y se unifica con el
criterio de descripcion de la seccion 1.

Por otro lado, se adiciona dentro de la estructura del método la
seccion 2 — ALCANCE, asi: “Esta técnica para la determinacion
de mesodfilos, es aplicable a muestras de agua de piscina, agua
tratada, agua de consumo y a matrices que contengan bajas
concentraciones de bacterias mesdfilas”. También se incluye la
seccion 12 - MANTENIMIENTO relacionado con el método.

Se cambia la codificacion del documento pasando de D-5.4-07 a
D-7.2-07 de acuerdo a la nueva version de la Norma — ISO/IEC
17025:2017, asi como también se modifica el respectivo formato
de captura de datos referenciado en éste.

06/10/2020

300-03-10-23-1125

05

Se ajusta el item 4: TOMA DE MUESTRA Y
ALMACENAMIENTO.

Se deja nota en el item 10: CALCULOS Y RESULTADOS que se
realizara el reporte de los resultados en unidades formadoras de
colonia en 100 mililitros UFC/100mL, ya que la normatividad
describe el reporte en UFC/100mL.

09/07/2025

100-03-10-23-1338

06

Se actualiz6 el item 13 Bibliografia, edicion 24 th de Standard
Methods (2023).
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