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1. OBJETIVO

Dar los lineamientos para determinar la presencia de coliformes totales y Escherichia
coli en muestras de agua tratada envasada; mediante la utilizacion del kit Colilert
basado en la técnica enzima sustrato definido-NMP. Standard Methods 9223B.

2. ALCANCE

Este documento se tomara como referencia en el Laboratorio de Andlisis
Microbioldgico de alimentos del Laboratorio Departamental de Salud Publica, para
realizar la determinacion de coliformes totales y E. coli mediante la técnica de sustrato
definido Colilert por el método de nimero mas probable. Standard Methods 9223B.

3. RESPONSABILIDADES

Coordinador LDSP: aprobar el presente documento

Profesional del Laboratorio Microbiol6gico de Alimentos del Laboratorio
Departamental de Salud Publica: aplicar las técnicas descritas en el presente
manual con estandares de calidad, oportunidad y avalar los resultados que se
generen del mismo.

Auxiliar del laboratorio de Alimentos del laboratorio Departamental de Salud
Publica: es responsable de cumplir con lo definido para la ejecucion de actividades
relacionadas con lavado de material y limpieza de areas, con el fin de que cumplan
con los requerimientos necesarios para la ejecucion del ensayo.

4.DEFINICIONES Y ABREVIATURAS

Colilert usa la tecnologia de sustrato definido Defined Substrate
Technology® (DST®) patentada para detectar de forma simultanea los coliformes
totales y E. coli. . Cuenta con dos nutrientes indicadores, ONPG y MUG, son las
principales fuentes de carbono en Colilert y pueden ser metabolizados por la enzima
coliforme B-galactosidasa y la enzima S-glucuronidasa de E. coli, respectivamente.
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Bandejas Quanti-Tray para Cuantificacion de Bacterias Idexx: Son bandejas
desechables de 97 pocillos, para cuantificacion de bacterias, utilizando los kits
rapidos de IDEXX, mediante el método del Niumero Mas Probable (NMP) de hasta
2419 bacterias, sin dilucion, en muestras de 100 ml.

Agua envasada: el agua envasada para consumo humano es un alimento de alto
riesgo epidemioldgico, y es necesario establecer las condiciones sanitarias para la
obtencién y comercializacion de agua potable tratada con destino al consumo
humano, como medida de proteccion de la salud.

Criterio microbioldgico: Define la aceptabilidad de un producto, un lote de un
alimento un proceso, basado en la ausencia, presencia o0 en el numero de
microorganismos presentes por unidad de masa, volumen, superficie o lote.

Coliformes: Este grupo de microorganismos comprende varios géneros de la familia
Enterobacteriacea; estd ampliamente difundido en la naturaleza, agua y suelo.
También es habitante normal del tracto intestinal del hombre y animales de sangre
caliente. Su presencia en agua tratada envasada es signo de mala calidad higiénica
en el proceso, falta de higiene de los manipuladores, descontaminacion después del
proceso y aun de contaminacion fecal.

5. CONDICIONES GENERALES

La toma de muestras del agua envasada para control oficial debe ser practicada
por la autoridad sanitaria correspondiente, en el momento que lo considere
necesario 0 conveniente.

Deben transportarse de forma que se conserve en las mismas condiciones en
gue se muestre0; por tanto, es importante disponer de un recipiente adecuado para
su transporte.

Utilizar los elementos de proteccién personal (EPPs) requeridos segun el riesgo de
exposicion en el area, tales como: bata de laboratorio desechable, cubrebocas,
guantes de nitrilo, gorro desechable, gafas de bioseguridad. Los EPPs se pueden
contaminar durante la actividad, por lo tanto, se debe restringir el uso al area de
trabajo para evitar la propagacion de microorganismos hacia areas ajenas al
laboratorio, la verificacion de los EPPs podra realizarse en cualquier instante y se
registrara en el formato de verificacion de uso de elementos de proteccion personal
MI-GS-RG-378.

Los reactivos se almacenan de 2- 30 °C alejados de la luz
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6. FUNDAMENTO DEL METODO DE ENSAYO.

El kit de andlisis Colilert, detecta simultaneamente coliformes totales y E. coli en agua
envasada, mediante la tecnologia de sustrato definido, IDEXX. Los coliformes
totales, tienen la enzima -D-galactosidasa que hidroliza el sustrato cromogénicos
orto-nitrofenil--D-galactopiranosido (ONPG), tomando una coloracion amarilla.

Escherichia coli tiene la enzima -Dglucuronidasa, que hidroliza el sustrato
fluorogénico 4-metil-umbeliferil- -D-glucurénido (MUG), que produce una
fluorescencia azulada cuando se ve bajo una longitud de onda larga (365—-366 nm)
luz ultravioleta (UV).

El cambio de color (debido a -D-galactosidasa) y la fluorescencia (debido a -D-
glucuronidasa). Indica que una muestra contiene E. coli.

Hay deteccion simultanea a una concentracion 1 NMP/100 ml, dentro de las 24
horas, hasta la presencia de 2 millones de bacterias por cada 100 ml de muestra

Los dispositivos Quanty Tray/2000 de IDEXX, estan disefiados para producir
recuentos bacterianos cuantificados de muestras de 100 ml al ser usados con
reactivo Colilert.

7. LIMITACIONES O INTERFERENCIAS.

Interferencias de E. coli: algunas cepas de Shigella spp. puede producir una
respuesta de fluorescencia positiva. Debido a que Shigella spp. son patégenos de
humanos evidentes, esto no se considera indicador de la calidad sanitaria del agua.

Interferencias de coliformes totales: Mas de un millon de UFC/100 mL de
bacterias no coliformes (Aeromonas, Pseudomonas)

8. RECOLECCION E IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

Las muestras seran recolectadas por el personal capacitado y con las competencias
para esta actividad, ver manual de procedimientos para toma, remisién, transporte,
almacenamiento y conservacion de muestras, unidad de vigilancia de factores de
riesgo del ambiente y el consumo salud publica de Santander MI-GS-MA-58 capitulo
9.2. Toma, Recepcion, Conservacion Y Transporte De Muestras De Alimentos Y
Bebidas Alcoholicas
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9. CONSERVACION DE LA MUESTRA

Ver manual de procedimientos para toma, remision, transporte, almacenamiento y
conservacion de muestras, unidad de vigilancia de factores de riesgo del ambiente
y el consumo salud publica de Santander MI-GS-MA-58 Cuadro 2.LABORATORIO
DE ALIMENTOS: Obtencion, envio y conservacion de muestras para analisis
Microbioldgico y Fisicoquimico de alimentos.

Enviar tan pronto sea posible las muestras con sus actas al laboratorio. Las
muestras deben ser recolectadas y transportadas en los empaques originales en
los que viene el producto y se deben conservar de acuerdo con la naturaleza del
producto en refrigeracion (4° +/- 2°C) y/o a temperatura ambiente segun sea el caso.

10. EQUIPQOS, REACTIVOS, CONTROLES Y MATERIAL DE REFERENCIA
10.1 Equipos y materiales

Cabina de seguridad biol6gica
Dispositivo Quanti-Tray /2000 uno por cada muestra
Frascos schott

Incubadora 35°C +/- 0,5°C.
Lampara de Luz Ultravioleta 365 nm

Marcador permanente.
Probeta estéril
Sellador Quanti-Tray®
e Toallas absorbentes

10.2 Reactivos
e Reactivo Sustrato Colilert

10.3 Material de referencia

Cepas de referencia:
Control positivo: Escherichia coli ATCC 25922
Control negativo Pseudomona aeruginosa ATCC 27853

11. DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

1. Colocar las muestras de agua envasada en el mesén de trabajo.
2. Alistar los reactivos y materiales de uso para la realizacion del ensayo.
3. Marcar los recipientes/estériles con el numero de la muestra a analizar.
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4. Prender la cabina de seguridad bioldgica.

5. Servir 100 ml de la muestra en el frasco estéril.

6. Homogenizar la muestra de agua.

7. Adicionar el contenido del vial de Colilert en su totalidad sobre los 100 ml de la

muestra de agua. (Figura 1)

8. Tapar y agitar el recipiente, asegurarse de que el reactivo se disuelva

completamente.

9. Verter la mezcla de la muestra y reactivo en un dispositivo Quanty Tray

10.Encienda el sellador Quanty Tray (Figura 2)
11.Selle la bandeja que contiene la muestra (Figura 3)

12.Incubar la bandeja sellada a 35° C £0,5 ° C durante 24 horas.
13.Tras la incubacién, el nimero de pocillos positivos, dan resultados en NMP.

Presence/Absence: 10-ml, 100-ml or 250-ml format
Quantification: 10-ml or 100-ml format only

r .
J

B

Figura 2. Servida de la muestra en la bandeja de pozos
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Figura 3. Sellado de la muestra y equipo de lectura

12. CONTROL DE CALIDAD ANALITICO.

Llenar los recipientes estériles con 100 ml de agua estéril, afiadir la cepa de control
de calidad (control positivo y negativo)

Control positivo: Cepa de E. coli ATCC 25922.

Verificar el crecimiento del control positivo observando el cambio de color
caracteristico (pocillos de color amarillo, para coliformes totales), (pocillos de color
azul con fluorescencia vistos en lampara UV, para E. coli)..

Control negativo: Cepa de Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.
No debe presentar crecimiento (pocillos sin cambio de color)
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Para el control de esterilidad del reactivo, este no debe presentar crecimiento de
ningun tipo (pocillos sin cambio de color).

13. ANALISIS Y EXPRESION DE RESULTADOS.

Leer los resultados de acuerdo con el cuadro de interpretacidon de resultados tabla
IDEXX (Anexo 1).

Para coliformes totales se debe contar el nimero de pozos positivos (color amarillo)
y referirse al cuadro NMP (anexo 1).

La interpretacién se realiza de la siguiente manera teniendo en cuenta que haya
pasado el tiempo necesario de incubacion para que el color se intensifique.

ASPECTO RESULTADO COLIFORMES TOTALES

Ausencia de color Negativo para Coliformes totales

Color amarillo Positivo para Coliformes totales

Alta NMedia Saja

sub. prumenice ATCC 31488

Para Escherichia coli se debe introducir la bandeja dentro de la lampara de luz UV,
contar los pozos de color azul y referirse al cuadro NMP (anexo 1), esta tabla la
proporcionan las bandejas de Quanti-tray/2000. La interpretacion se realiza de la
siguiente manera teniendo en cuenta que haya pasado el tiempo necesario de
incubacion para que el color se intensifique.
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ASPECTO

RESULTADO E. coli

Ausencia de color azul con
fluorescencia

Negativo para E. coli

Color azul con fluorescencia

Positivo para E. coli

Nota: Observar la fluorescencia usando una luz UV de 6 vatios, 365-365 nm a
distancia de unas 5 pulgadas (13 cm) de la muestra, en un entorno oscuro. Apuntar
el haz de luz en direccion contraria a los 0jos y hacia la muestra.

Reporte de resultados.

Buscar en la tabla de NMP y anotar el resultado correspondiente al nUmero de pozos
positivos de cada dilucién e informar el valor correspondiente al nimero de pozos
positivos para organismos coliformes en 100 ml de agua en la hoja de datos
primaros del area de microbiologia de alimentos MI-GS-RG-157. Expresar los
resultados como NMP de coliformes en 100 ml.

TECNICA UTILIZADA Valores aceptados de Coliformes totales/
E. coli
Sustrato definido Colilert < 1 microorganismos en 100 cm3 de
muestra
Versién Elaboracién Revision Técnica Revision de Calidad
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De acuerdo con la Resolucion 1407 DE 2022 los indices microbiologicos permisibles
para Coliformes totales y E. coli, podran determinarse por los métodos alternativos
de sustrato definido NMP/100 ml y se informara <1.

Aplica para agua mineral envasada, agua potable tratada envasada, agua envasada
carbonatada o gasificada

14. EMISION DEL INFORME DE RESULTADOS.

Los resultados se emiten en la plantilla que contiene informacion general del punto
de toma, informacién de la muestra recibida y los andlisis realizados.

Ver guia para el reporte de los resultados emitidos por el laboratorio de salud publica
de Santander MI-GS-GI-31 en el inciso 5.3 Informe de resultados area atencion al
ambiente alimentos.

15. EXAMENES COMPLEMENTARIOS. N/A

16. REFERENCIAS

Resolucion 12186 (del 20 de septiembre de 1991) del Ministerio de Salud Por la
cual se fijan las condiciones para los procesos de obtencion, envasado y
comercializacion de agua potable tratada con destino al consumo humano

RESOLUCION 1407 DE 2022 -5 AGO 2022): Por la cual se establecen los criterios
microbiolégicos que deben cumplir los alimentos y bebidas destinados para
consumo humano

Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 9223B, Enzyme
Substrate Coliform Test: 9223B Enzyme Substrate Test

IDEXX, colilert https://www.idexx.es/es/water/water-products-services/colilert/

18. ANEXOS

e Hoja de datos primarios area microbiologia de alimentos MI-GS-RG-157

e Acta de toma de muestras para alimentos EX — GS-RG-52

e Formato para criterios de aceptacion y rechazo para la recepcion de las
muestras de alimentos y bebidas alcohdlicas MS-GS-RG-116
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Anexo 1. Tabla de resultados NMP
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Quanti-Tray/2000

Introduceion

Los despasitivas Quanti-Tray® 2000 de IDEXX etan disefados para producir recuenios bacterianos cuantificados de musstras de 100 mL,
al ser ulilizadas con producios de reactivas de a de IDEXDX. Agregue |a mazcla de reactivo y muestna a un dispositive Quanti-Tray 2000,
sélleln en o Quanti Tray* Sealer (Selladora) & incibala sagin las instrucciones del reactive. Luego cuents el niemen de celdas positivas y
utilice la tabla de NMP adjunta para determinar el Momers Mas Probable (NMP).

Contenido

Esle paguete conliens dispositives Quanti-Traw 2000 astériles.

Instrucciones para el usuario

1. Sostenga en una mano el dispositiva 2 Apriate la parle Superior del 3. Abra ¢l dispositied Ouans-Tray tranda
Duanti-Tray* en posicion vertical, con dispasities Ouanti-Tray de modo da la lengleta metilica del lada que
al ladn de kas celdas orientade hacia se doble hacia ks palma. contiene kas celdas. Evite tocar al
Ia palma. inberior dé la lengueta o del depositiva.

4. Vierta la mezels de reactivo y ka 8. Caloque el dispositive Cluanti-Tray Bana & Selle el dispositive seqin las
muesira directaments dentn del o la muesira sobmne &l portadispositive instrucciones del selladora.
dispasitvg Cuanti-Tray, evitanda locar de gama del seladara Quanti-Tray,

Ia IEngl'aeta. Golpear Igs pequedios nrie%::andnel lada de las celdas :ye " !m:uber..lz ASHENIAG:

pocdilos 2 63 veces para sliminar pldstico del dispositive hacia abajo an Wk TRACHG s O PG,

pasibles burbugas de aire. Deja &l moide. B, Cuenbe las celdas positivas. Para
reposar la espuma. determinar el numena mas probable,

recurra a |a tabla NMP al dorso de esta
hiaja de instrucciones "

&.  Eliminar los consumibles confoeme a
las Buenas Practicas de Labaraterio.

Contacte con el servicio iécnico en los
siguientes tebéfonos:

Evrope: + 00800 4335 5111

S
B B N

308 L p oo pese One IDEXK Drivee
Werslbrook, Maine 04052 USA
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