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ABSTRACT
Comparisson of methods for the analysis of total and fecal coliforms in 
water samples using the Most Probable Number technique. The basic 
microbiological analysis of water includes the determination of total 
and fecal coliforms. The presence or abscense of fecal coliforms in water 
de�nes its potability. The main objective of this work was to design and 
execute a comparison scheme of two techniques for the determination 
of coliforms in water, applying modi�cations to the reference technique 
of the  Most Probable Number , derived from the Standard Methods for 
the Examination of Water and Wastewater. The modi�cations included 
the type of media used for the presumptive phase and the use of an air 
incubator instead of a water bath for the con�rmatory phase.  At the same 
time, the e�ect of using calibrated automatic pipettes and calibrated 
glass pipettes was also compared. Arti�cial water samples, elaborated 
with standard laboratory material and inoculated with Escherichia coli 
ATCC 25922 and environmental samples, were used. The alternative 
methodology shows a superior performance only when inoculation is 
low.  There was no di�erence between the two volumetric systems.
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RESUMEN
El análisis microbiológico básico del agua comprende la determinación 
de coliformes totales y fecales. La  ausencia o presencia de los coliformes 
fecales en el agua de�ne su potabilidad. El objetivo del presente estudio 
consistió en el diseño y ejecución de un esquema de comparación de 
dos técnicas para la determinación de coliformes en aguas, a partir de 
modi�caciones aplicadas sobre la técnica de referencia de Número Más 
Probable (NMP) derivada del Standard Methods for the Examination of 
Water and Wastewater. Especí�camente, las modi�caciones  incluyeron 
el tipo de medio utilizado en  la fase presuntiva de la técnica y el uso de 
incubadora de aire, alternativo al baño de maría en la fase con�rmatoria.  
Simultáneamente, se comparó el efecto del uso de equipo volumétrico 
tipo micropipeta automática calibrada o pipetas de vidrio estériles 
calibradas. Para tal efecto, se utilizaron muestras de  agua arti�ciales, 
elaboradas con material  del laboratorio e inoculadas con una cepa 
de Escherichia coli ATCC 25922 así como muestras ambientales. La 
metodología alternativa tiene un rendimiento superior solamente 
cuando el nivel de inóculo en las muestras es bajo. No se determinó 
ninguna diferencia estadísticamente signi�cativa entre los dos sistemas 
de medición volumétrica.

PALABRAS CLAVE
coliformes totales, coliformes fecales, agua, Número Más Probable.

El análisis microbiológico básico del agua comprende 
la determinación de coliformes totales y fecales. Esta de-
terminación es importante porque brinda información va-
liosa en el estudio de cambios  que se puedan presentar 
en las poblaciones microbianas presentes en las fuentes 
de agua (Abbaszadegan   2006). De la misma manera, la 
ausencia o presencia de los coliformes fecales en el agua 
de�ne su potabilidad, al ser organismos indicadores de 
contaminación fecal. 

La importancia del monitoreo microbiológico del agua 
ha motivado el desarrollo de un número importante de 

técnicas de análisis basadas en principios variados.  Uno 
de los métodos comúnmente empleados en varios paí-
ses es el basado en la técnica de los tubos múltiples de 
fermentación o número más probable (NMP; código ISO 
9308-2:1990).  No obstante, se pueden emplear nuevas y 
distintas metodologías de ensayo, siempre y cuando éstas 
demuestren un comportamiento igual o superior al méto-
do de�nido como de referencia. 

Se de�ne validación  como la demostración de que 
los resultados obtenidos por un método alternativo son 
comparables a aquellos obtenidos por el método de 
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referencia, utilizando los protocolos estadísticos apropia-
dos (Feldsine  et al. 2002).

Durante el proceso de validación es posible identi�car 
si la metodología nueva o modi�cada se acepta para su 
uso, en tanto demuestre equivalencia con el método de 
referencia, entendiéndose ésta como una diferencia no 
signi�cativa en los resultados emitidos por ambos méto-
dos, o se determine que el nuevo ensayo demuestra un 
comportamiento superior. Si en el proceso de validación 
el nuevo ensayo demuestra un recuento signi�cativamen-
te más bajo que el de referencia, se debe rechazar (Barrell 
et al. 2002). La base del método de referencia es funda-
mental, pues es esta metodología la que posee reconoci-
miento internacional sobre su desempeño, al analizar r la 
muestra o analito de interés, en el caso de este trabajo, la 
presencia de coliformes totales y fecales en agua. 

En el presente trabajo se estudió el diseño y ejecución 
de un esquema de comparación de dos técnicas para la 
determinación de coliformes en aguas, a partir de modi-
�caciones aplicadas sobre la técnica de referencia de Nú-
mero Más Probable (NMP) derivada del Standard Methods 
for the Examination of Water and Wastewater, edición 21, 
publicada por la American Public Health Association en el 
año 2005.   Especí�camente, las modi�caciones  incluyen 
el tipo de medio utilizado en  la fase presuntiva de la téc-
nica y el uso de incubadora de aire alternativo al baño de 
maría en la fase con�rmatoria.  Simultáneamente, se com-
paró el efecto del uso de equipo volumétrico tipo micropi-
peta automática calibrada con puntas estériles o pipetas 
de vidrio estériles calibradas.  

METODOLOGÍA

Preparación del cultivo microbiológico

Se utilizó  una cepa de referencia de E. coli (ATCC 25922) 
mantenida en congelación (-80°C) empleando Caldo Infu-
sión Cerebro y Corazón (Oxoid®) suplementado con glice-
rol (50%) y reconstituida  en Caldo Tripticasa Soya (CTS) 
(Oxoid®), por 18 horas, a 35ºC. La población bacteriana 
�nal fue de alrededor 9 log UFC/mL.

Obtención y preparación de las muestras

Se trabajó con muestras arti�ciales elaboradas con 
material estándar de laboratorio y la cepa de E. coli ATCC 
25922. Siguiendo los fundamentos de algunos esquemas 
de validación en microbiología (Weitzel  2007) se prepa-
raron, con esta cepa de referencia, muestras inoculadas 
arti�cialmente, empleando agua destilada estéril. Se ob-
tuvieron tres muestras de este tipo, cada una consistente 

de un volumen �nal de 2L, que abarcaron tres niveles 
de inóculo diferentes: alto (con concentraciones mayo-
res a 250NMP/100mL), medio (concentraciones entre 
10 y 250NMP/100mL) y bajo (concentraciones entre 2 
y 9NMP/100mL), procurando que existieran diferencias 
de por lo menos un logaritmo entre el inóculo bajo y 
los demás, basándose en los valores brindados por la ta-
bla de NMP. El inóculo bajo alcanza el límite para la de-
�nición de la potabilidad del agua (2NMP de coliformes 
fecales/100mL). Del cultivo madre original se tomaron 
alícuotas para realizar diluciones en tubos con agua pep-
tonada estéril al 0,1%, en cantidades su�cientes de forma 
tal que, a partir de la dilución más alta realizada, se tomara 
un mililitro para sembrar en la matriz de 2L, alcanzando 
la concentración de interés. Simultáneamente, a partir de 
las diluciones en agua peptonada y el cultivo original se 
inocularon placas de Agar Bilis Rojo Violeta para con�rmar 
el tamaño de la población microbiana; estas placas se in-
cubaron a 44,5ºC durante 24 horas. A las muestras inocu-
ladas se les agregó cloro comercial, de forma tal que se 
alcanzara una concentración aproximada de 3mg/L, simu-
lando la cantidad presente en el agua del sistema público 
de distribución. Después de una exposición máxima de 15 
minutos, el cloro presente se neutralizaba con pastillas de 
tiosulfato de sodio (Oxoid®); el objetivo de esta prepara-
ción es el de imitar las condiciones derivadas de un mal 
tratamiento (Public Health Laboratory Service 1980, Ba-
rrell et al. 2002).  En todo momento las muestras fueron 
mantenidas en agitación constante por medio de un agi-
tador mecánico con el �n de asegurar la homogeneidad 
de la muestra. Diferentes volúmenes de agua destilada 
estéril fueron empleados como muestras negativas en las 
distintas fases del trabajo.

Para la obtención de las muestras de agua utilizadas 
en la segunda fase de comparación, se aplicaron las es-
peci�caciones de muestreo detalladas en el Standard Me-
thods for the Examination of Water and Wastewater (pro-
cedimiento 9060 A) (APHA 2005). Se incluyen muestras 
ambientales, derivadas de fuentes urbanas y del sistema 
público de distribución, recolectadas en distintos puntos 
de la provincia de San José. Se combinó la presencia de 
muestras desinfectadas o sin desinfectar. El volumen mí-
nimo de agua recolectado fue de 200mL de forma que se 
pudiera realizar el montaje de la misma muestra compa-
rando las diferentes variantes metodológicas. Se emplea-
ron un total de 50 muestras. 

Análisis microbiológico

En la determinación de la carga microbiana en las 
muestras seleccionadas se emplearon las metodologías 
del Standard Methods for the Examination of Water and 
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Wastewater (APHA 2005) para el análisis de coliformes 
totales y fecales por el método de tubos múltiples de fer-
mentación (procedimientos 9-49 y 9-56). Estas metodolo-
gías son las que se toman en el presente estudio como 
normalizadas o de referencia. 

Las modi�caciones incluidas en el método alternativo 
consisten en el uso de Caldo Lactosado (Oxoid®) doble y 
simple durante la fase presuntiva, en lugar de Caldo Lauril 
Triptona; además del uso de una incubadora de aire (Me-
mmert) en la incubación del Caldo EC (Oxoid®)  para la fase 
con�rmatoria de coliformes fecales (24 horas a 44,5ºC). 

Protocolo de comparación

El esquema de comparación empleado se formuló to-
mando como base las indicaciones del Standard Methods 
for the examination of water and wastewater (APHA 2005) 
y la norma ISO/TR 13843 “Guía para la validación de mé-
todos microbiológicos en aguas.  El protocolo se dividió 
en varias partes: (1) Uso de Caldo Lactosado en fase pre-
suntiva para coliformes totales y fecales: para esta parte 
se trabajaron 10 muestras de concentración alta de E. coli
(cepa de referencia ATCC 25922), 10 con concentración 
media, 10 con concentración baja y 10 negativas. Cada 
una de las concentraciones se montó 10 veces con el pro-
cedimiento de referencia y el alternativo. En la técnica 
estandarizada se utilizó Caldo Lauril Triptona para la fase 
de enriquecimiento; en la técnica a validar se utilizó Caldo 
Lactosado.  (2) Uso de incubadora de aire en fase con�r-
matoria de coliformes fecales: se trabajó con 10 muestras 
de concentración alta de E. coli (cepa de referencia ATCC 
25922), 10 con concentración media, 10 con concentra-
ción baja y 10 negativas. Cada una de las concentraciones 
se montó 10 veces con el procedimiento de referencia y el 
alternativo. En la técnica estandarizada se utiliza un Baño 
María (Memmert) a 44,5 + 0,2ºC durante 24 horas. En la 
técnica a validar se empleó una incubadora de aire a 44,5 + 
0,2ºC durante 24 horas, para con�rmar los coliformes feca-
les.  (3) Comparación incluyendo las dos variables juntas: 
en este punto se analizaron 50 muestras de origen natural; 
cada una de ellas se montó con la técnica de referencia y 
la alternativa. En el montaje de la técnica alternativa se in-
cluyó el uso de Caldo Lactosado en la fase presuntiva para 
ambas determinaciones y el empleo de una incubadora 
de aire a 44,5 + 0,2ºC en la fase con�rmatoria para colifor-
mes fecales. De las muestras que resultaron positivas se 
eligieron 15 para realizarles la con�rmación de los resul-
tados obtenidos. En la metodología de coliformes totales 
la con�rmación se realizó a partir de cada tubo positivo 
de Caldo Bilis Verde Brillante (Oxoid®), rayando placas con 
agar MacConkey (Oxoid®), realizando una tinción de Gram 
e inoculando un tubo secundario de Caldo Lauril Triptona 

Simple (Oxoid®). La con�rmación se consideraba oportu-
na cuando se observaban colonias rojas en el agar, bacilos 
Gram negativos en la tinción y la generación de gas y tur-
bidez en los tubos secundarios de Caldo Lauril Triptona. En 
la con�rmación de coliformes fecales se tomaron los tubos 
de Caldo EC con reacción positiva y se rayaron placas con 
Agar Bilis Rojo Violeta (Oxoid®), placas de Agar Sangre y se 
realizó tinción de Gram. A partir de las colonias crecidas 
en Agar Sangre en 24 horas se inocularon tubos con Caldo 
Triptona para efectuar la prueba de indol. La con�rmación 
positiva para E. coli se determinó al observar bacilos Gram 
negativos, colonias rojas con precipitado opaco en el Agar 
Bilis Rojo Violeta (después de una incubación de 24 horas 
a 44,5 + 0,2º C) y una prueba de indol positiva.  (4) Com-
paración del método al usar dos sistemas volumétricos 
diferentes en la inoculación de las muestras: Se trabajó 
con 5 muestras de concentración alta de E. coli (cepa de 
referencia ATCC 25922), 5 con concentración media, 5 con 
concentración baja y 5 negativas. Cada muestra se inoculó 
de forma simultánea con la técnica alternativa empleando 
una micropipeta automática calibrada con puntas estériles 
y pipetas de vidrio estériles calibradas.  

Análisis estadístico de los datos

El análisis numérico de los datos obtenidos en la va-
lidación se basa en las instrucciones referidas en la guía 
ISO 17994. Para la comparación de métodos de Número 
Más Probable, se determina la diferencia relativa entre 
cada una de las mediciones pareadas. Se calcula además 
la incertidumbre expandida (U) y con ello los límites de 
con�anza superior e inferior al 95%. Los criterios de aná-
lisis establecen que dos métodos son equivalentes si los 
recuentos no di�eren signi�cativamente de cero y tanto el 
límite superior como el inferior del intervalo de con�anza 
al 95% de la media no superan un nivel máximo de des-
viación aceptable (valor D, que en este caso es de 10%) 
En el análisis de muestras de referencia y el empleo de sis-
temas volumétricos diferentes se determinó la precisión 
del método, mediante el cálculo del valor de referencia 
R (International Organization for Standardisation 1996, 
International Organization for Standardisation 2005). Por 
medio del uso de una t de Student se determinó si las di-
ferencias entre los recuentos en las muestras de referencia 
en los distintos intervalos de estudio muestran diferencias 
signi�cativas (en los casos donde p<0,05).  Para efectos de 
cálculo fueron omitidos todos aquellos resultados donde 
ambas muestras fueron negativas.  Si el resultado de aná-
lisis fue de >1600 NMP/100mL para una muestra se asignó 
un valor arbitrario de 1650NMP/100mL para efectuar los 
cálculos correspondientes.
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RESULTADOS

Comparación de caldos en la fase presuntiva y del 
tipo de incubación realizada

Con el �n de evaluar el efecto de la variación en el caldo 
de enriquecimiento y del tipo de incubación a 44,5ºC,  se 
realizó la comparación estadística correspondiente para 
el logaritmo natural del  NMP obtenido para las muestras 
inoculadas arti�cialmente y las naturales. En el Cuadro 1, 
se detallan   las diferencias en los promedios obtenidos 
a partir del método tradicional y el alternativo al analizar 
muestras arti�ciales: 

Los resultados obtenidos demuestran que  las varia-
ciones aplicadas sobre la metodología de ensayo ejercen 
un efecto estadísticamente signi�cativo en los resultados 
de comparación (p<0,05), observándose un mayor rendi-
miento obtenido a partir del método de referencia que el 
alternativo. La metodología alternativa muestra un rendi-
miento superior solamente cuando el nivel de inóculo en 
las muestras es bajo.  

Analizando el porcentaje de positividad de los tubos 
empleados se demuestra que el desempeño de la prue-
ba con�rmatoria para coliformes fecales se incrementa 
cuando se emplea caldo lactosado como medio de enri-
quecimiento, tanto a niveles bajos y medios.  Asimismo, el 
porcentaje de positividad fue superior para la metodolo-
gía alternativa cuando una incubadora convencional fue 
empleada en la fase con�rmatoria, en comparación con el 
uso del baño maría.

En el Cuadro 2, se muestra el comportamiento de las 
muestras naturales analizadas, es evidente el comporta-
miento superior al utilizar  la metodología de referencia.

De los datos anteriores se puede observar como el 
rendimiento del método de referencia se incrementa no-
tablemente durante el análisis de muestras naturales, en 
comparación con lo observado en las muestras arti�ciales 
del Cuadro 1. El comportamiento del análisis de los coli-
formes totales en las muestras naturales siguió el mismo 
patrón de las muestras arti�ciales, es decir, un compor-
tamiento superior del método alternativo solamente en 
el nivel de población bacteriano bajo. Sin embargo, para 
los coliformes fecales, el método alternativo solamente se 
comportó superior a este mismo nivel de inóculo bajo, si-
tuación diferente a lo observado con el primer grupo de 
muestras.  El análisis estadístico demuestra que todas las 
diferencias encontradas en estos resultados son estadísti-
camente signi�cativas (p<0,05). 

El cálculo de la incertidumbre expandida y de los lími-
tes de con�anza superior e inferior  muestran que el pro-
ceso de comparación no es concluyente para el conjunto 
de muestras naturales (valores no mostrados) ya que los 
valores de ambos límites de con�anza fueron inferiores al 
valor calculado U. 

Efecto del uso de equipo volumétrico tipo 
micropipeta automática calibrada o pipeta de 
vidrio estéril calibrada 

No se determinó ninguna diferencia estadísticamente 
signi�cativa entre los dos sistemas de medición volumé-
trica empleados utilizando Caldo Lactosado en la fase 
presuntiva del ensayo.  El método es lo su�cientemente 
robusto en cuanto a precisión volumétrica con ambos 
sistemas, pues para ambas determinaciones (coliformes 
totales y fecales) el valor promedio de las diferencias fue 
menor al valor de criterio R estimado (3,70 para coliformes 
fecales y 3,99 para coliformes totales).

DISCUSIÓN

En microbiología de aguas existen muchos estudios 
tendientes a la comparación de nuevos métodos para el 
análisis de coliformes dada la importancia que esta deter-
minación reviste en varios campos. La mayoría de estas 
comparaciones toma como base los métodos estándar 
de�nidos por la OMS, fundamentados en diferentes prin-
cipios como la �ltración en membrana (McDaniels et al. 
1987), transformación enzimática de sustratos (Clark et al. 
1991), cultivo en placas (Garcia-Armisen et al. 2007) y el 
Número Más Probable (Eckner 1998). Estas comparaciones 

Nivel 
inóculo

Coliformes 
Totales Presa

Coliformes
Fecales Pres

Fecales 
Conf b

Alto 1,26 c ± 1,53 1,43 ± 1,64 -0,77 d ± 1,02

Medio 0,69 ± 0,69 -3,31 ± 2,07 -3,13 ± 2,22

Bajo -0,31± 0,31 -0,51 ± 0,22 -0,35 ± 0,21
aResultado de la comparación utilizando Caldo Lactosado en el método 
alternativo durante la fase presuntiva.
bResultado de la comparación utilizando incubadora de aire en el método 
alternativo durante la fase con�rmatoria.
cResultado positivo indica un desempeño superior en el método de referencia.
dResultado negativo indica un desempeño superior en el método alternativo.

CUADRO 1
Comparación del  promedio de los valores de lnNMP/100mL 

obtenidos para  coliformes totales y fecales en muestras 
arti�ciales según las variaciones al método introducidas
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han facilitado el desarrollo de metodologías rápidas, de 
fácil manejo, capaces de emitir resultados con�ables y 
superiores en ciertos casos a los métodos de referencia. 
Sin embargo, la aplicación de estas técnicas supone cos-
tos elevados para los laboratorios que optan por su uti-
lización (Moldenhauer 2005) razón por la que en ciertos 
casos se pre�ere el mejoramiento de las técnicas estándar 
establecidas con anterioridad. Uno de los mayores proble-
mas en el uso de las técnicas estándar consiste en que los 
laboratorios los emplean basados en el reconocimiento 
internacional del que han gozado a través de los años, sin 
importar que se haya hecho poco para demostrar su des-
empeño (Sartory 2005) 

En el Cuadro 1, se muestran los resultados obtenidos 
en el análisis de muestras inoculadas arti�cialmente. Los 
resultados obtenidos ponen de mani�esto que el méto-
do alternativo muestra un desempeño aceptable pues es 
superior al método de referencia en varias de las condicio-
nes señaladas. En varias de las muestras analizadas,  el me-
dio Lauril Triptona tuvo una menor e�ciencia en la recupe-
ración de E. coli, situación importante al tomar en cuenta 
que muchos resultados denotan ausencia de coliformes 
fecales, de�niendo la fuente de agua falsamente como 
potable (Abbaszadegan  2006). Al ser este medio de culti-
vo más restrictivo para el crecimiento que el Caldo Lacto-
sado podría ejercer un efecto negativo en el crecimiento 
de E. coli sometida al estrés del agente desinfectante; el 
efecto mayor observado en relación con la determinación 
de coliformes totales puede entenderse en el uso de un 
medio de cultivo (Caldo EC) y temperaturas de incubación 

(44,5ºC) más restrictivas. Pitkanen et al. (2007) encontra-
ron, de la misma forma, rendimientos superiores en méto-
dos alternativos cuando se analizan coliformes fecales.  La 
observación de que el NMP de coliformes fecales presenta 
diferencias signi�cativas cuando se emplean métodos de 
incubación diferentes, revela que el efecto del medio de 
cultivo en fase presuntiva no es el único factor determi-
nante en las diferencias observadas. Una de las desven-
tajas en el uso de las incubadoras de aire es la falta de 
homogeneidad en varios de sus compartimentos durante 
el periodo de incubación (Barrell et al. 2002). Estas �uctua-
ciones no siempre pueden ser monitoreadas y en muchos 
casos podrían dirigirse hacia un incremento de la tempe-
ratura. Estas �uctuaciones pueden haber favorecido el 
crecimiento de E. coli en la incubadora de aire; la literatura 
reporta que incubar el caldo EC a mayores temperaturas 
(por ejemplo a 45,5ºC) podría aumentar la especi�cidad 
hacia los coliformes fecales (Pouch 2001, Beauchamp et 
al. 2006). En todo caso, las diferencias observadas pueden 
radicar en un efecto de dispersión de la población bacte-
riana a la hora de montar las muestras; diversos estudios 
han demostrado que dentro de las principales caracterís-
ticas de las muestras de agua se encuentra la distribución 
al azar de las bacterias, aumentando la imprecisión de las 
mediciones y la diferencia en los resultados (Barrell et al. 
2002).  Otro factor mencionado es la variabilidad misma 
de las técnicas de NMP, consideradas por algunos autores 
como de pobre precisión (Sartory et al. 2008). 

Las modi�caciones metodológicas aplicadas muestran 
un mejor comportamiento a niveles bajos de inóculo. Se 

Tipo 
de muestraa

Número 
Total

Promedio Referencia 
(lnNMP/100mL)

Promedio 
Alternativo 

(lnNMP/100mL)

Diferencia 
Promedio

(lnNMP/100mL)

Método con 
el mayor 

rendimiento

Totales
(todas las muestras) 41 5,91 ± 2,81 5,48 ± 1,54 0,43 ± 2,16 Referencia

Fecales
(todas las muestras) 39 6,53 ± 1,76 5,32 ± 1,60 1,21 ± 0,15 Referencia

Totales Carga Alta 28 7,23 ± 0,39 6,50 ± 1,70 0,73 ± 1,68 Referencia

Totales Carga Media 9 3,71 ± 1,16 3,64 ± 2,78 0,07 ± 2,25 Referencia

Totales Carga Baja 4 1,18 ± 1,00 3,19 ± 2,93 -2,01 ± 3,61 Alternativo

Fecales Carga Alta 26 7,24 ± 0,40 6,58 ± 0,97 0,66 ± 1,02 Referencia

Fecales  Carga Media 6 3,86 ± 1,01 3,60 ± 3,07 1,26 ± 2,46 Referencia

Fecales Carga Baja 7 1,35 ± 0,95 1,78 ± 2,13 -0,43 ± 2,07 Alternativo

aCarga bacteriana de muestras clasi�cada según resultados de método de referencia.

CUADRO 2
Datos de comparación para muestras naturales empleando ambas variables 

metodológicas simultáneamente
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debe notar que ciertos protocolos de validación no reco-
miendan el uso de muestras con un número tan bajo de 
bacterias para evitar basar las interpretaciones en criterios 
de ausencia o presencia. (Barrell et al. 2002). Lo más im-
portante en este caso es acercar el nivel de las muestras 
a los límites regulatorios vigentes, tanto a nivel nacional 
(Decreto Nº 25018-MEIC) como internacional (Abbaszade-
gan 2006). Los resultados en estos puntos son satisfacto-
rios y concuerdan con resultados reportados con anterio-
ridad por otros autores, tanto aquellas que involucran el 
uso de tubos múltiples de fermentación, como el empleo 
de técnicas de �ltración de membrana. Muchos de estos 
estudios reportan niveles de recuperación similares o su-
periores a los métodos de referencia, incluyendo el Núme-
ro Más Probable (Garcia-Armisen et al. 2007) 

El uso de muestras naturales no evidencia una buena 
comparabilidad entre ambos métodos tal y como se evi-
denció en el Cuadro 2.  Las diferentes condiciones presen-
tes en una muestra natural producen variaciones aprecia-
bles en el rendimiento del nuevo método, siendo este más 
limitado para detectar los coliformes totales y fecales. An-
teriormente se señaló la baja selectividad del Caldo Lac-
tosado en fase presuntiva como una de las ventajas en la 
mayor recuperación de coliformes en las muestras de re-
ferencia; este aspecto, sin embargo, pareciera ser causan-
te de que en muestras con una población más diversa de 
bacterias aumente la frecuencia de falsos negativos por 
inhibición del crecimiento de coliformes ante el incremen-
to de otros microorganismos. Previamente se ha mencio-
nado el problema de los medios de cultivo basados en 
lactosa (Public Health Laboratory Service 1980, Pitkanen 
et al. 2007) o tergitol (Niemela et al. 2003)  para el análisis 
de coliformes, debido a su baja selectividad.  No se tiene 
conocimiento claro sobres la capacidad de crecimiento de 
la �ora microbiana normal del agua en Caldo Lactosado. 
El hecho de ser Costa Rica un país tropical aumenta las 
posibilidades de que las muestras de agua se presenten 
con una población bacteriana abundante (Mercado & Ha-
zen 1987, Isaac et al. 1998, Feldsine et al. 2002, Chao et 
al. 2003, Anderson et al. 2005).  Otra situación es la posi-
bilidad de falsos negativos en las muestras. Por ejemplo, 
se ha con�rmado que Proteus vulgaris es causa de falsos 
negativos en muestras de agua al limitar la producción de 
gas de E. coli en fase presuntiva (Pouch 2001). Debe to-
marse en cuenta la posibilidad de encontrar cepas de coli-
formes con comportamientos enzimáticos y bioquímicos 
inusuales, que respondan de forma muy distinta frente 
al medio de cultivo y las condiciones de incubación.  Se 
conoce también que las cepas bacterianas de referencia 
pueden arrojar resultados atípicos en relación con los ti-
pos salvajes (APHA 2005).  Por estas mismas razones Nie-

mela et al. (2003) recomiendan la con�rmación de todos 
los resultados positivos obtenidos. 

La variabilidad puede sustentarse también en la distribu-
ción aleatoria o al azar de la población bacteriana en cada 
una de las muestras, tomando en cuenta que esta puede 
verse in�uenciada por la composición física de la muestra, la 
presencia de otras bacterias (repulsión) y una mezcla inade-
cuada (Winward et al. 2008). Esto es una diferencia especial 
de tomar en cuenta en una validación microbiológica, a di-
ferencia de una de carácter químico. Los microorganismos 
no son iones; forman suspensiones más que soluciones y 
estas suspensiones tienen un alto grado de heterogenei-
dad implícito que se exacerba por interacciones entre los 
microorganismos y partículas presentes (Sartory 2005).

Tomando en cuenta los otros factores que afectan la 
variabilidad del ensayo por tubos múltiples de fermenta-
ción, el sistema volumétrico debe mencionarse como im-
portante. Con anterioridad se ha mencionado que una de 
las mayores fuentes de variación en el método de NMP es 
una de�ciente preparación de alícuotas (Pouch 2001). Los 
resultados obtenidos en este trabajo demuestran que los 
volumétricos analizados poseen una buena precisión de 
sus resultados con base en el criterio R para cada ensayo.

La validación metodológica es un proceso complejo, 
donde muchas variables técnicas deben incluirse.  Como 
se aprecia en este manuscrito, el análisis de coliformes 
en aguas es una herramienta útil pero requiere un nivel 
alto de competencia técnica en su realización.  El mejora-
miento continuo de los métodos de ensayo por medio de 
la validación representa un medio efectivo para guiar las 
pautas de análisis en un laboratorio.  Además, con expe-
riencias como la demostrada en este artículo, los esque-
mas de validación se pueden mejorar y complementar 
para ser adaptados a las necesidades actuales de cada 
técnica y laboratorio (Niemela et al. 2003).
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