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i ALLIANCE Producto: CCA COLIFORMS CHROMOG. AGAR
BIO EXPERTISE

Especificacion
Medio de cultivo sélido, selectivo y diferencial para la deteccion de coliformes totales y E. coli en muestras de aguas por el método de
membrana filtrante.

Presentacion

30 Placas Filtracion Encajado Caducidad Almacenamiento
Placas filtracién 55 mm 1 caja que contiene: 6 bolsas de plastico con 5 2 meses 2-25°C
con: 9+ 1 ml placas de 55 mm g /bolsa.

Composicion
Composicion (g/l):

Peptona........ccoocviiieiieie e 3,000
Cloruro sOdiCo...........ccvvvvveceeeieeeeeeeeeeeeeeeein, 5,000
Dihidrégenofosfato de sodio x 2H,0.......... 2,200
Hidrégenofosfato disédico.........cccceecveeeneee. 2,700
Sodium pyruvate.........cccoceeeriiiiiieeneee 1,000
L-Triptofano........cceeeeeeeeeiiiiiiiieees
Sorbitol..................

Tergitol® 7..........

Cefsulodina......
VanCoMICiNG.......cceeeeeeeieeiieeeiiiccee e
Cromogenico B GLU substrato................... 0,200

Cromogenico Salmon GAL subt...

Descripcion/Técnica

Descripcion:

La accion combinada de la peptona, el piruvato y el sorbitol permiten una rapida formacion de colonias en este medio tamponado con los fosfatos y
ajustado osméticamente con el cloruro sodico, facilitando el crecimiento incluso de bacterias coliformes muy estresadas. La selectividad se consigue, en
parte, con el Tergitol® 7 que reprime el crecimiento de las bacterias Grampositivas y algunas Gramnegativas sin afectar apenas a las coliformes. Pero lo
que realmente confiere selectividad al medio es la presencia de cefsuloidina que inhibe el desarrollo de los pseudomonas y otras bacterias
Gramnegativas oxidasa-positivas y la vancomicina que impide el crecimiento de los enterococos y otros Gram positivos. La diferenciacion colonial se
consigue con la mezcla cromogénica que esta constituida por dos sustancias. El 6-cloro-3-indoxil-b-D-galactopiranésido (Salmon®-GAL) y el 5-bromo-4-
cloro-3-indoxil-b-D-glucurénido (X-Glucuronido). La primera de ellas es selectivamente degradada por un enzima caracteristico de los coliformes, la b-D-
galactosidasa, provocando que la colonia de coliformes adquiera un color que va del salmén al rojo, en funcién de la intensidad de la actividad
enzimatica. La segunda sustancia cromogénica es atacada por la b-D-glucuronidasa, un enzima que presentan todas las cepas de E. coli, de forma casi
exclusiva y que libera un pigmento azulado que tifie la colonia de tonos azules. E. coli posee los dos enzimas y ataca los dos sustratos cromogénicos
con lo cual la colonia se tifie de un color azul oscuro a violaceo como resultado del acimulo de los dos pigmentos liberados. Los coliformes totales se
consideran la suma de colonias de E. coli (azul oscuro-violeta) mas las de coliformes (salmén-rojo). Las otras colonias de bacterias Gram negativas
aparecen incoloras, excepto algunas pocas capaces de producir glucuronidasa, que dan colonias de color azul claro a azul turquesa y que se diferencian
bien de las de E. coli o de las coliformes. En cualquier caso, es recomendable verificar la identidad de E. coli por la produccion de indol, ya que el
triptéfano se ha incluido en el medio con ese fin. Para ello se cubre la colonia azul oscuro-violeta con una gota del Reactivo de Kovacs para Indol. Si el
reactivo vira a un color rojo cereza en pocos segundos se considera la produccion de indol positiva y con ello la presencia de E. coli queda confirmada.
Si el Agar Cromogénico para Coliformes se utiliza para la incubacion de membranas filtrantes debera tenerse en cuenta que el color y tamafio de las
colonias puede modificarse por la composicién y tipo de la membrana por lo cual se recomienda una validacién previa del tipo de membrana filtrante
utilizada. Este medio ha sido aceptado oficialmente por el Ministerio de Sanidad y Consumo de Espafia como método alternativo para el analisis
microbiolégico del agua de consumo humano.

Limitaciones del procedimiento:

La produccion de 3-galactosidasa, aun siendo comun a todas las coliformes, varia de una cepa a otra viéndose influida por la temperatura y tiempo de
incubacion. A temperaturas superiores a los 37°C su produccion disminuye, provocando una pérdida de intensidad del color rojizo, al mismo tiempo que
se acentuan los tonos azulados en las cepas de Escherichia coli.

Si se utiliza el método de filtracion a través de membrana, hay que tener en cuenta que la naturaleza y caracteristicas de la membrana filtrante utilizada
también influye sobre el tamafio y coloracion de las colonias crecidas sobre este medio de cultivo.

Técnica:

La muestra de agua se filtra a través de una membrana de 0,45 ym de diametro de poro, validada de acuerdo a la norma ISO 7704:1985, y la membrana
se deposita boca arriba sobre una placa conteniendo ACC, procurando que no se formen burbujas ni arrugas. Se incuba la placa con la membrana
durante 18-24 horas a 36 + 2°C. Si a las 18 h aparecen colonias rojas o incoloras, prolongar la incubacién hasta 24 h para incluir posibles reacciones
tardias de b-galactosidasa o de b-glucuronidasa. Contar las colonias b-galactosidasa positivas (b-Gal+) y b-glucuronidasa negativas (b-Glucuro-), es
decir las que tienen colores desde rosa asalmonado a rojo, como bacterias Coliformes distintas a E. coli. Contar las colonias b-galactosidasa positivas
(b-Gal+) y b-glucuronidasa positivas (b-Glucuro+), es decir las que tienen colores desde azul oscuro a violeta, como E. coli. El recuento de bacterias
Coliformes totales corresponde a la suma de las colonias de color rosa asalmonado a rojo y las colonias azul oscuro a violeta. La concentracion de
bacterias Coliformes y de E. coli en 100 mL de muestra se calcula a partir del volumen de agua filtrado y del niumero de colonias caracteristicas contadas
sobre la membrana. Los resultados se expresan como UFC/100 mL.
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Control de Calidad

Control Fisico/Quimico
Color : amarillo palido pH: 6,8 £ 0,2 a 25°C

Control de Fertilidad

Inocular: rango practico 100 + 20 UFC; Min. 50 UFC (Productividad) /10*-10° (Selectividad)
Control microbiolégico segun normativa ISO 11133:2014/ A1:2018.

Metodologia analitica acorde con ISO 11133:2014/A1:2018; A2:2020.

Aerobiosis. Incubacion a 36 + 2 °C, lectura a las 21-24 h

Microorganismo Desarrollo
Escherichia coli ATCC® 25922, WDCM 00013 Bueno - Purpura Violaceo
Escherichia coli ATCC® 8739, WDCM 00012 Bueno - Purpura Violaceo
Citrobacter freundii ATCC® 43864, WDCM 00006 Bueno - Magenta
Enterococcus faecalis ATCC® 19433, WDCM 00009 Inhibicién (Parcial a completa)
Ps. aeruginosa ATCC® 10145, WDCM 00024 Colonias incoloras

Control de Esterilidad

Incubacion 48 h a 30-35°C y 48 h a 20-25 °C: SIN CRECIMIENTO
Verificacion a 7 dias tras incubacion en las mismas condiciones.
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