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CONTAMINACIÓN DE RECURSOS HIDRÁULICOS

Aspectos Estadísticos del Análisis Microbiológico

Por Jorge Castillo G.
El método del Número Más Probable, inicialmente descrito por McCrady en 1914,  se basa en que existe la posibilidad de detectar la presencia o ausencia de microorganismos del tipo coliformes en el agua pero no es posible hacer un recuento directo de éstos. Los coliformes fermentan el caldo Lauril Sulfato Triptosa (el caldo lactosa se usa para alimentos) a 35º C en incubadora entre 24 y  48 horas  (se confirma con caldo Bilis al 2% a 35ºC).  Los fecales además fermentan el caldo EC a 44,5ºC.

Si se toman varias diluciones diferentes de agua con un cierto contenido de microorganismos, entonces es lógico pensar que la probabilidad de obtener un resultado positivo, es decir presencia de ellos, será mayor cuanto menor es la dilución.

En particular, si de un cierto volumen V se toma una muestra de volumen  v, entonces la probabilidad de que un microorganismo determinado esté en el volumen v será  v/V y la probabilidad de que esté afuera será 1 – v/V.  Si en total existen n bacterias, entonces la probabilidad de que todas las n bacterias estén fuera del volumen v es
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P  =  (1 - v/V)n

La probabilidad de tener un resultado positivo, es decir la probabilidad de tener por lo menos una bacteria en el volumen v es:

P (+)  =  1 – (1 – v/V)n
Por otro lado, si  c  es la concentración de microorganismos del agua, entonces

P (+)  =  1 – (1 – c·v/c·V)n
c  =  n/V,  o bien,  c·V  =  n, De donde

P (+)  =  1 – (1 – vc/n)n
Cuando el número de microorganismos es muy grande, lo que normalmente ocurre, la expresión anterior se puede  aproximar como

lim
P (+)
=
1 – lim   (1 – vc/n)n   =  1 – e-vc 

n 
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(El límite anterior se puede verificar en forma simple calculando

expresión que tiende a (1 + x/n)n cuando n tiende a infinito).
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[image: image11.wmf]Análogamente la probabilidad de tener un resultado negativo es 

Si se toman  p+q  porciones de volumen  v1 entonces la probabilidad de tener  p  resultados positivos y  q  resultados negativos es
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el número de combinaciones de p (o q) elementos de entre (p+q)

Si se toma porciones de tres tamaños
vl
v2
v3, entonces la
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probabilidad de tener

p
r
t   resultados positivos y

                                                          q
s
u  resultados negativos es igual al producto de las probabilidades respectivas, multiplicado por el número de combinaciones posibles con el resultado indicado.  En este caso

Esta probabilidad es una función sólo de la concentración  c  y es fácil observar que cuando esta concentración es nula la probabilidad también lo es, por los términos correspondientes a los resultados positivos. Cuando la concentración es infinitamente grande, la probabilidad también es nula, por el efecto de los términos correspondientes a los resultados negativos.

Si la concentración es nula, entonces la probabilidad de obtener sólo resultados negativos es 1 y, similarmente, si la concentración es infinitamente grande la probabilidad de obtener sólo resultados positivos es también 1.

En general, se obtiene una combinación de resultados positivos y negativos y existe una concentración C que maximiza la probabilidad de obtener dicha combinación.  Esta concentración  C   es la que se denomina Número Más Probable, NMP, aunque en estricto rigor no corresponde al concepto expresado por dicha denominación.

A modo de ejemplo, si se tiene un ensayo en que se toman

5 porciones de
 10 ml y se obtiene
4 positivos y
1 negativo

1

   1


0

1

1

   0,1


1

0

entonces la probabilidad de obtener este resultado es
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En la figura Nº1 se representa gráficamente la probabilidad en función de la concentración de microorganismos  c  y se observa que el “Número Más Probable” es aproximadamente 0,2.  Por otra parte, la máxima probabilidad de obtener el resultado indicado, que corresponde precisamente al NMP, es de sólo 0,62%.  Este bajo resultado se puede explicar porque es bastante improbable que se obtenga un resultado positivo para el volumen de sólo 0,1 ml y un resultado negativo para el volumen 10 veces mayor de 1 ml.

Si los resultados se invirtieran con respecto a los volúmenes de 1 y 0.1  ml entonces el número más probable sería de 0,21 y la máxima probabilidad sería de 6,8%.
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Límites de  confianza.

Dada una cierta concentración de microorganismos c, si se determina reiteradamente el NMP, se obtiene una distribución probabilística de resultados de NMP que es aproximadamente logarítmica-normal, con un valor medio correspondiente a aproximadamente la concentración real.  Además, se verifica que la desviación estándar de la distribución es  ( =  0,55/
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 , en que  n  es el número de tubos de cada dilución.  Por lo tanto se puede escribir lo siguiente:
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Siendo  y  =  log10 (C)  (NMP).  Por ejemplo, para el caso en que la concentración real es de 1.000 coliformes fecales/100 ml, y suponiendo que se usan 5 tubos de cada dilución, lo anterior se puede expresar gráficamente como sigue:
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Además, como en una distribución normal se verifica que el 95 por ciento de los resultados caen entre el valor medio menos 1,96 veces la desviación estándar y el valor medio más 1,96 veces la desviación estándar, entonces, si se acepta como hipótesis que el NMP  obtenido en una buena aproximación del valor medio y, a su vez, del valor real, los límites entre los cuales debería obtenerse el 95% de los resultados, denominados límites de confianza 95%, se pueden calcular como
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Para 3 tubos de cada dilución los límites de confianza 95% resultan ser 4,19C y C/4,19.

RELACIÓN ENTRE DISTRIBUCIÓN LOG NORMAL Y MEDIA GEOMÉTRICA COMO PARÁMETRO DE TENDENCIA CENTRAL.

Estimación de la concentración a partir de una serie  de valores del Número Más Probable, Ci.
Una consecuencia del hecho que la distribución de los NMP medidos para una misma muestra es log-normal, es la siguiente:

Si aceptamos que el promedio de varios valores de una muestra de una variable que tiene una distribución normal es una buen estimación de la media, entonces en una distribución log-normal, el promedio de los valores logarítmicos es una buena estimación de la media logarítmica. En el caso de los coliformes, si existe una serie de mediciones Ci, entonces, dado que la distribución de sus logaritmos es normal, entonces el promedio de sus logaritmos es una buena estimación del valor medio, equivalente al logaritmo del valor real.

Log(valor real) ( (log(Ci)/n, en que n es el número de mediciones. Por lo tanto, el valor real es aproximadamente:

Valor real ( 10(log(Ci)/n = (10(log(Ci))1/n = (10log(C1)+ log(C2) + ····log(Cn))1/n

                       = (10log(C1)·10log(C2)····10log(Cn))1/n = (C1·C2· ···Cn)1/n =

                 = media geométrica de los valores Ci
Aproximación de Thomas:
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Ejemplo:

Para  4+  y  1-  de 10 ml,

         1-            de   1 ml  y  

         1+           de   0,1 ml

[image: image25.wmf](

)

5

03

,

3

/

03

,

3

10

·

10

/

55

.

0

96

.

1

)

/

55

,

0

·(

96

,

1

=

=

=

=

±

±

n

para

C

y

C

C

L

n

n

y


Conclusiones:

1.- El NMP no es una técnica de medición directa de concentración de microorganismos, sino el resultado del manejo estadístico del análisis de presencia o ausencia en series de tubos con diferentes diluciones. 

2.- Normalmente se le atribuye al método una precisión no merecida.

3.- Por la naturaleza del método, una medición puntual entrega una información muy imprecisa acerca de la concentración real de microorganismos.

4.- La imprecisión del método se puede evaluar utilizando los límites de confianza, que aproximan el rango dentro del cual se puede esperar se encuentre la concentración real de microorganismos.  
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		0		0

		0.1		0.095162582

		0.2		0.1812692469
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		0.9		0.5934303403

		1		0.6321205588

		1.2		0.6988057881

		1.5		0.7768698399

		2		0.8646647168

		2.5		0.9179150014

		3		0.9502129316

		4		0.9816843611

		5		0.993262053

		6		0.9975212478

		Cálculo probabilidades coliformes
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		0.1		0.00264

		0.11		0.00323

		0.12		0.00380

		0.13		0.00433

		0.14		0.00480

		0.15		0.00521

		0.16		0.00554

		0.17		0.00580

		0.18		0.00598

		0.19		0.00609

		0.2		0.00613

		0.21		0.00612

		0.25		0.00560

		0.3		0.00444

		0.4		0.00224

		0.5		0.00097

		0.6		0.00039

		0.7		0.00015

		0.8		0.00006

		0.9		0.00002

		1		0.00001

		Concentración		Probabilidad

		0.0001		0.00000
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		0.26		0.06084
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		0.4		0.02694

		0.5		0.01227

		0.6		0.00521

		0.7		0.00213

		0.8		0.00085

		0.9		0.00033

		1		0.00013

		Número de tubos/dilución				5				Concentración real				1000

		Distribución normal:        Desviación estándar S:								0.2459674775		media:		3

		y		Log(y)		P(y)

		100		2		0.00041766

		200		2.3010299957		0.02860823

		300		2.4771212547		0.16933018

		330		2.5179037441		0.23759623		L95%i

		400		2.6020599913		0.43818595

		500		2.6989700043		0.76697551

		600		2.7781512504		1.07989785

		700		2.84509804		1.33018071

		800		2.903089987		1.50080451

		900		2.9542425094		1.59410703

		1000		3		1.62193101
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		3000		3.4771212547		0.24715400
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		Límites 95%:

		y		Log(y)

		3,035		3.4820962559		0.23759623		3.0345636828

		330		2.5179037441		0.23759623		-3.0345636828
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		Pribabilidad de tener un resultado positivo:
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		2.5		0.9179150014

		3		0.9502129316

		4		0.9816843611

		5		0.993262053

		6		0.9975212478

		Cálculo probabilidades coliformes
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		0.8		0.00085

		0.9		0.00033

		1		0.00013

		Número de tubos/dilución				5				Concentración real				1000

		Distribución normal:        Desviación estándar S:								0.2459674775		media:		3

		y		Log(y)		P(y)

		100		2		0.00041766

		200		2.3010299957		0.02860823

		300		2.4771212547		0.16933018

		330		2.5179037441		0.23759623		L95%i

		400		2.6020599913		0.43818595

		500		2.6989700043		0.76697551

		600		2.7781512504		1.07989785

		700		2.84509804		1.33018071

		800		2.903089987		1.50080451
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		Límites 95%:

		y		Log(y)

		3,035		3.4820962559		0.23759623		3.0345636828

		330		2.5179037441		0.23759623		-3.0345636828
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		Pribabilidad de tener un resultado positivo:

		vc		P(+)

		0		0

		0.1		0.095162582

		0.2		0.1812692469

		0.3		0.2591817793

		0.4		0.329679954

		0.5		0.3934693403

		0.6		0.4511883639

		0.7		0.5034146962

		0.8		0.5506710359

		0.9		0.5934303403

		1		0.6321205588

		1.2		0.6988057881

		1.5		0.7768698399

		2		0.8646647168

		2.5		0.9179150014

		3		0.9502129316

		4		0.9816843611

		5		0.993262053

		6		0.9975212478

		Cálculo probabilidades coliformes

		Concentración		Probabilidad

		0.0001		0.00000

		0.001		0.00000

		0.01		0.00000

		0.02		0.00001

		0.03		0.00005

		0.04		0.00015

		0.05		0.00034

		0.06		0.00064

		0.07		0.00104

		0.08		0.00152

		0.09		0.00206

		0.1		0.00264

		0.11		0.00323

		0.12		0.00380

		0.13		0.00433

		0.14		0.00480

		0.15		0.00521

		0.16		0.00554

		0.17		0.00580

		0.18		0.00598

		0.19		0.00609

		0.2		0.00613

		0.21		0.00612

		0.25		0.00560

		0.3		0.00444

		0.4		0.00224

		0.5		0.00097

		0.6		0.00039

		0.7		0.00015

		0.8		0.00006

		0.9		0.00002

		1		0.00001

		Concentración		Probabilidad

		0.0001		0.00000

		0.001		0.00000

		0.01		0.00000

		0.02		0.00009

		0.03		0.00049

		0.04		0.00155

		0.05		0.00353

		0.06		0.00658

		0.07		0.01071

		0.08		0.01576

		0.09		0.02150

		0.1		0.02767

		0.11		0.03397

		0.12		0.04013

		0.13		0.04592

		0.14		0.05118

		0.15		0.05576

		0.16		0.05960

		0.17		0.06265

		0.18		0.06491

		0.19		0.06641

		0.2		0.06721

		0.21		0.06735

		0.22		0.06691

		0.23		0.06597

		0.24		0.06459

		0.25		0.06286

		0.26		0.06084

		0.3		0.05104

		0.4		0.02694

		0.5		0.01227

		0.6		0.00521

		0.7		0.00213

		0.8		0.00085

		0.9		0.00033

		1		0.00013

		Número de tubos/dilución				5				Concentración real				1000

		Distribución normal:        Desviación estándar S:								0.2459674775		media:		3

		y		Log(y)		P(y)

		100		2		0.00041766

		200		2.3010299957		0.02860823

		300		2.4771212547		0.16933018

		330		2.5179037441		0.23759623		L95%i

		400		2.6020599913		0.43818595

		500		2.6989700043		0.76697551

		600		2.7781512504		1.07989785

		700		2.84509804		1.33018071

		800		2.903089987		1.50080451

		900		2.9542425094		1.59410703

		1000		3		1.62193101

		1100		3.0413926852		1.59912638

		1500		3.1760912591		1.25527149

		2000		3.3010299957		0.76697551

		3000		3.4771212547		0.24715400

		3,035		3.4820962559		0.23759623		L95%s

		4000		3.6020599913		0.08110149

		5000		3.6989700043		0.02860823

		6000		3.7781512504		0.01088168

		Límites 95%:

		y		Log(y)

		3,035		3.4820962559		0.23759623		3.0345636828

		330		2.5179037441		0.23759623		-3.0345636828

		3.0345636828
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