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— Proporcionar informacién suficiente sobre los aspectos de-
terminantes de la concesién de la ayudd y de su cuantificacion.

— Declarar no haber percibido ni tener en tramitaciéon otras
ayudas a fondo perdido procedentes de la Administraciéon Cen-
tral del Estado o de sus Organismos Auténomos para la misma
acci¢n comunitaaria. Declarar, en su caso, la cuantia y proce-
dencia de otras posibles subvenciones institucionales disponi-
bles o previstas. )

— En las acciones comunitarias realizadas por agrupaciones
de caracter cooperativo formalmente constituidas e que se cons-

tituyan, compromiso de continuidad de la entidad al menos por

un plazo de seis afios.

Duodécimo.—1. Aprobada la concesiéon de la subvencién y
comunicada tal decisién a los interesados, se hara efectiva, con
cargo a las correspondientes partidas presupuestarias del Servi-
cio de Extension . Agraria que figuren en los Presupuestos
Generales del Estado, una vez acreditada la realizaciéon de la
accién comunitaria en los- términos previstos, asi como, en su
cas”, el cumplimiento de lo dispuesto en el apartado 1 de la dis-
posicion 7.2 de esta Orden. '

2. El incumplimiento del compromiso de permanencia duran-
te seis afios de las agrupaciones de caracter cooperativo for-
malmente constituidas a que alude el apartado 2 de la disposi-
cién 11, traera consigo la obligacién de reiniegrar al Idsoro
Publico las ayudas otorgadas. incrementande su importe en
la cuantia que resulte de la aplicacién del interés legal.

Decimotercero.—La Direcciéon General de Investigacién .y Ca-
pacitacién Agrarias, a través del Servicio de Extension Agraria,
coordinara sus actuaciones con las Comunidades Auténomas Je
acuerdo con lo previsto en las disposiciones que regulan las
transferencias de competencias y en las normas que regulan la
coordinacion de los traspasos de servicios. :

De manera sefalada se encomienda a la mencionada Direc:
cién General, en coordinacién con los correspondientes servi-
cios de las Comunidades Auténomas, la informacién sobre ios
planteamientps y .contenidos basicos del programa, la asisten-
cia técnica para la. organizacion y promocion de las acciones
derivadas del mismo y el seguimiento a nivel nacional de los
resu!tados conseguidos. :

Con el fin de potenciar o complementar la accién en este
preograma, la Direccién General de Investigacion y Capacitacion
Agrarias podra establecer conciertos de actuacién con Orga-
nismos y Entidades que desarrollen funciones en materia de
desarrollo comunitario, los cuales colaboraran en el fomento
y utilizacién de los auxilios establecidos en la presente Orden,
que serian gestionados por la mencionada Direccién General,

Decimocuarto.—Se faculta a la Direccién General de Inves.
tigacion y Capacitacién Agrarias para dictar las resoluciones

necesarias para el cumplimiento y desarrollo de la presente
Orden. : - :

Decimoquinta.—La presente Orcien entrard en vigor el dia
siguiente al de su publicacién en el <«Boletin Oficial del
Estados.

1.0 que comunico a V 1. para su conocimiento y efectos.

Dios guarde a V. I. muchos arios.
Madrid, 3 do agosto de 1983.

ROMERO HERRERA

Ilmu. Sr. Director general de Investigacién y Capacitacién
Agrarias.

MINISTERIO

DE SANIDAD Y CONSUMO

ORDEN de 27 de julio de 1983 por la que se esta-
blecen métodos oficiales de andlisis microbioldgicos
de aguas potables de consumo publico.
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llustrisimos sefiores:

Siendo necesaria la determinacién periodica de diversos
parametros en el control de la calidad de las aguas potables
de consumo puUblico, y dependiendo en muchos casos esta de-
terminacion de los métodos de analisis a emplear, parece acon-
sejable, de una parte, asegurar la defensa del consumidor y,
. de otra, la segurided juridica de los administrados que inter-
vienen en el abastecimiento y control de estas aguas.

En consecuencia, de acuerdo con ‘lo dispuesto en el articu-
1o 32 del Real Decreto 1423/1982, de 18 de junio,

Este Ministerio, previo informe del de Agricultura, Pesca
y Alimer.tacién, ha tenido a bien disponer:

Articulo unico.-——Se aprueban como oficiales los métodos de
analisis microbiolégicos, que se resefian en el anexo de la

presente Orden, para el control de lag aguas potables de con-
sumo publico.

Lo que comunico a VV, II.
Dios guarde a VV. II.
Madrid, 27 de julio de 1983,

LLUCH MARTIN,

“Ilmos. Sres. Subsecretario, Secretario general para el Consumo

y Director general de Salud Publica.

ANEXO QUE SE CITA

1. TOMA DE MUESTRAS DE AGUAS PARA ANALISIS
a : MICROEBIOLOGICO
~ 1.1 Objeto.

Es obtener una muestra representativa del agua para poder
determinar a partir de ella su calidad microbiol6gica de inte-
rés sanitario.

La toma de muestra debe respetar, por consiguiente, la
composiciéon microbiana del agua captada.

1.2 Ambito de aplicacién.

Estas normas se aplicardn a todos los tipos de aguas, cual-
quiera que sea su procedencia, ya sean de grifos, pozos, depé-
sitos, lagos, rios, manantiales, bocas de riego, etc.

1.3 Tipos de muestras.

En el caso de analisis bacteriologicos de aguas, la muesira
para analizar debe ser siempre simple, sin que se puedan
obtener muesiras compuestas ni integradas, de modo que la
muestra para el laboratorio sea la obtenida en sl punto de
muestreo. > '

1.4 Material.

Exceptuando el material o aparatos especificos que puedan
utilizarse para determinadas tomas especiales, los frascos mas
adecuados son los de vidrio neutro con tapon. esmeriiado ¢ ros-
cado, muy limpios y esterilizados en autoclave a 120°C du-
rante treinta minutos o em horno de Pasteur a 180° C durante
dos horas. .

También pueden utilizarse frascos de material macromo-
lecular con tapon roscado, esterilizados mediante 6xido de
etileno, radiaciones gamma u otros sistemas adecuados.

El tapén y el cuelio del frasco se protegeran con una cu-
bierta de papel, papel de aluminio u otro similar.

Los recipientes empleados han de tener una capacidad mi-
nima de 250 ml, si bien es util disponer de otros de mayor
capacidad cuando la técnica analitica asi lo exija.

1.5 Técnica de muestreo.

N I

Las operaciones que comporta la toma de muestras varian
segun la naturaleza del agua a analizar y el punto de mues-
treo elegido.

1.5.1 Grifos.

Una vez retirados filtros u otros accesorios,
a una cuidadosa limpieza con agua o alcohol.

Con el grife cerrado se flamearia el extremo del mismo,
mediante la llama obtenida con un poco de algod6n empapado
de. alcohol y sostenido con unas pinzas o bien una iampara
de soldar.

Se abrirda el grifo para que el agua fluya abundantemente
y se renueve la contenida en la tuberia que la alimenta. Se
destapara el frasco esterilizado sin tocar la boca del mismo
ni el interior del tapén. .

Todos los movimientos deberan realizarse sin interrupciones,
al abrigo de corrientes de aire y con las maximas precauciones
de asepsia-

se procedera

1.5.2 Pozos y depdsitos.

Si se dispone de bomba de captacién se opera como se ha
indicado en el caso del grifo.

Si no existe sistema de bombeo, no es posible obtener una
muestra representativa. - .

Con esta salvedad se introducird en la masa qe agua el
frasco de muestreo o un cubo lo mas limpio posible, soste-
nidos con una cuerda y tomando la muestra tras haber agitado
la, superficie del agua con el mismo recipiente.

También podran utilizarse aparatos especiales lastrados que
permiten introducir el frasco esterilizado y destapario a la-
profundidad deseada. En estos casos deberan utilizarse frascos
con tapén a presion.

1.5.3 Lagos, rios.

En rios o cursos de agua ser4 preciso considerar diversos
actores, tales como: profundidad, caudal, distancia a la ori-
lla, etc. La muestra se tcinara lo mas lejos posible de la orilla,
procurando no remover el fondo y evitando los remansos o
zonas de estancamiento.
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Para tomar una muestra del agua de un lago o de un rio
se sujetara el frasco por el fondo en posicién invertida, sumer-
giéndolo completamente y dandole la vuelta en sentido contra-
rio a la corriente (rfo) o desplazandole horizontalmente en la
direccién de la boca del frasco (lago).

1.5.4 Manantiales.

En manantiales naturales o fuentes de caudal continuo, sin
dispositivos de intermitencia, se tomara la muestra directamen-
te sin adoptar medidas especiales de drenaje.

1.5.5 Bocas de riego.

Para el muestreo en bocas de riego se utilizaran acoplamien-

grifo.

En todos los casos la muestra de agua no debera llenar to-
talinente el trasco. siendo necesario dejar un espacio interior
a fin de facilitar su homogenizacién en el momento de iniciar
los analisis. .

1.8 Volumen de la muestra.

El volumen a tomar debe ser el adecuado para que en una
sola muestra se puedan efectuar simultancamente la totalidad
de los andlisis bacteriolégicos y estard en funcién de la iécnica
analitica a utilizar, ’

Para los an4lisis -que utilicen la técnica del NMP se tomaran,
como minimo. 250 ml y para los que empleen la de membranas
filtrantes, como minimo, 500 ml.

1.7 Cerrado y precintado.

Las muestras se cerrarédn convenientemente y se precintaran,
en su caso, de forma que quede garantizada su inviolabilidad.

1.8  Rotulacién. -

Antes de la toma de la muestra se marcard el frasco me-
diante rotulador resistente al agua, con una referencia gque
permita su identificacion. En todo caso la muestra se acom-
pafiard de una ficha o etiqueta en la que se consignen los
datos necesarios que, como minimo, serdn los siguientes:

1.8.1 Datos del solicitante:
Nombre de la persona o Entidad y direccién completa.
18.2 Datos del agua:

Origen de la muestra (pozo, manantial, grifo, cisterna, rio,
etcétera).
Denominacién y/o referencia.
Direccién o emplazamiento exactos,
—provincia.
Fecha y hora de la captacién.

1.8.3 Otros datos:

término municipal y

Consignar si el agua es natural o est4d sometida a algin
tratamiento de depuracion (cloro, filtracién, carbén activo, etc.).
Identificacién de la persona que ha tomado la muestra.

1.9 Acondicionamiento y conservacién.

Una vez tomada la muestra se acondicionarad de modo que
quede en la oscuridad, debiendo remitirse cuanto antes al
laboratorio. Es_ conveniente iniciar el analisis antes de que
transcurran seis horas desde la toma de la muestra.

Sin embargo, podra demorarse su analisis hasta veinticuatro

?grasct;uwldo haya sido conservada en refrigeracién a + 4°C
2° .

1.10 Precauciones especiales.

Cuando se estime probable que el agua a analizar contenga
trazas de cloro, cloraminas u ozono, serd necesario neutralizar
su efecto bactericida en el momento del muestreo.

Para ello, antes de la esterilizacién del frasco, se le afadira
una cantidad suficienie de fiosulfato sédico. Para un volumen
de 250 ml son suficientes 0,2 ml de una solucién acuosa al
3 por 100 de tiosulfato sédico cristalizado (S;03Naz.5H;0).

Esta solucién puede afadirse sisteméticamente a todos los
frascos, ya que en caso de que el agua no contenga cloro, la
presencia de tiosulfato a estas concentraciones no posee efec-
tos nocivos sobre el contenido bacteriano del agua.

1.11 Personal.

Las tomas de muestras para andlisis bacteriolégicos de aguas
deberan ser realizadas por personas debidamente adiestradas.

2. BACTERIAS AEROBIAS
2.1 Definicién.
Son todas las bacterias heterétrofas, aeroblas y anaercbias

facu}tativas, mesofilas y psicotroficas capaces de crecer en un
medio de agar nutritivo,

tos especiales que permitan operar como en el caso de u?

2.2 Fundamento.

Se basa en contar el numero de colonias desarrolladas en
una placa de medio de cultivo sélido, al que se ha sembrado
un volumen conocido de agua, transcurrido un tiempo y una
temperatura de incubacién determinados.

2.3 Material y medio de cultivo.
2.3.1 Material. |

Placas de Petri de 90 a 120 mm de diametro, estériles,
Pipetas graduadas en ml, divididas en décimas, estériles.
Estufa regulada a 37°C (£ 1°C).

Estufa regulada a 22°C (1 2° C),

2.3.2 Medio de cultivo.
Preparacién del agar nutritivo.

Peptona bacteriolégica, 5 g.

Extracto de carne, 3 g.

Agar, 15 g.

Agua destilada, 1.000 ml.

Disolver los componentes por calentamiento hasta punto de
ebullicién v disoluciéon total del agar, evitando la formacién
de espuma,

Ajustar el pH y repartir a razén de 15 a 20 ml en tubos
de ensayo .

Esterilizar en autoclave a 121°C durante quince minutos.

E] pH final del medio dehera ser 6,9-7,1.

2.4 Bacterias aerobias a 37° C.
2.4.1 Procedimiento.

Tomar tantos tubos de medio de cultivo como placas se
vayan a emplear

Fundir totalmente el medio, colocando los tubos en baiflo
maria.

Dejar a temperaiura a 45° C, aproximadamente.

Homogeneizar perfectamente la muestra de agua, agitando
el frasco repetidas veces. .

Mediante pipeta estéril, depositar en placa de Petri 1 ml del
agua a analizar. .

Si se han efectuado diluciones se procederd del mismo
modo con cada una de ellas.

En vez de la d:ilucién 1/10, podr4 sembrarse directamente
0,1 ml del agua problema.

Verter el medio contenido en cada tubo, manteniendo a
45° C, sobre el agua depositada en cada una de las piacas
de Petri. .

Agitar suavemernte mediante movimientos circulares y de
traslacién para homogenizar la mezcla, sin dejar de apoyarlas
sobre la mesa de tr=bajo.

La agitacién debe prolongarse, aproximadamente, un mi-
nuto, procurando no moiar los bordes ni la tapa de la placa.

El tiempo transcurrido desde que se deposita el agua en
la placa hasta que se agrega el medio no debe ser supeTior
a diez minutos

Dejar solidificar,
estnfa,

Incubar a 37°C (£ 1°C) durante cuarenta y ocho horas.

invertir las placas y colocarlas en la

242 Lecturay 'expresi()n de resultados.

" Transcurridas cuarenta y ocho horas (* tres horas) contar
todas las colonias desarrolladas =n cada piaca.

Para facilitar ei recuento se recomienda utilizar una lupa
y un reticulo cuentacolonias o cualquier sistema que propor-
cione iluminacién y amplificacién suficiente. :

Si se ha sembrado mas de una placa se seleccionard la
que contenga entre 30 y 300 colonias, descartando las demaés.

E] recuento no se efectuard en placas que contengan menos
de 30 colrnias, excepto en el caso de aquellas sembradas con
agua sin diluir.

En caso de que todas las placas sembradas contengan méas
de 300 colonias el resultado se dard como aproximado. .

El resultado se expresara como numero de bacterias aerobias
totales en 1 m’ en cuarenta y ocho horas a 37° C.

2.5 Bactertas aerobias a 22°C.

2.5.1 Procedimiento.

Se seguira la misma pauta descrita en el apartado 24.1,
con excepciéon de la temperatura y del tiempo de incuhacién
que seré de 22° C (£ 2°C) y de setenta y dos horas (+ tres horas).

252 Lectura y exoresién de resultados.

Se realizard de la misma forma que en el apartado 2.4.2.

3. BACTERIAS COLIFORMES

3.1 Definiciones.

3.1.1 Coliformes totales.

Son aquellag bacterias de mor:fologia bacilar, Gram nega-

tivas, aerobias o anaerobias facultativas, oxidasa negativas,
no espordgenas, que fermentan la lactosa con produccién de
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4cido y de gas a 37°C en un tiempo maximo de cuarenta y
ocho horas.

Este grupo comprende los géneros Escherichia, Citrobacter,
Klebsiella y Enterobacter, pertenecientes a la familia Entero-
bacteriaceas.

3.1.2 Coliformes fecales.

Bacterias coliformes de origen fecal son . aquellas compren-
didas en el grupo anterior, que ademéas son capaces de fer-
mentar la lactosa con produccion de acido y de gas a 44°C, en
un tiempo méaximo de veinticuatro horas.

3.2 Método de los tubos multiples (NMP numero mds pro-
bable).

Este método podra utiliza.rée para cualquier tipo de agua
y sera el procedimiento oficial obligatorio en casos de litigio.

3.2.1 Fundamento.

Determinaciéon del nimero de coliformes mediante siembra
de distintos volumenes del agua a analizar en series de tubos
conteniendo medio. de cultivo liquido lactosado y resiembra
en medios de cultivo selectivos con incubacion a temperaturas
adecuadas. ' . :

El procedimiento comprende las pruebas: presuntiva, de con-
firmla,cién de coliformes totales y de confirmacién de coliformes
fecales. - :

3.2.2 Material.

Pipetas estériles.
Estufa regulada a 37°C (+ 1° C),
Estufa o baiio termorregulados a 44° C (£ 0,5° C).

3.2.3 Maedios de cultivo. ,
3.2.3.1 Preparaciéon del medio liquido caldo lactosado, simple.

Extracto de carne de buey, 3 g.
Peptona bacteriologica, 5 g
Lactosa, 5 g.

Agua destilada, 1.000 ml.

Disolver los componentes por calentamiento, ajustar el pH’

y repartir a razoén de 10 m. por tubo.

Los tubos iran provistos de campana de fermentacion (tubo
Durham).

Para los tubos de la serie que reciban volumenes de agua
de 10 ml devera prepararse el medio a doble concentracion
—duplicando las cantidades de los componentes en el mismo
volumen de agua destilada— y distribuyéndolo a razén de
10 m] por tubo. )

Para los tubos o frascos de la serie que tengan que recibir
volumenes de agua de 50 ml se utilizara4 el mismo medig con-
centrado, pero distribuyéndolo a razén de 50 ml por cada uno.
Esterilizar en-autoclave a 121° C durante quince minutos.

El pH final del medio debera ser 6,8-7.

3.2.3.2 Preparacion del medio de cultivo solido agar-lactosa
eosina-azul de metileno (Teague Lévine o EMB).

Peptona bacteriolégica, 10 g.

Lactlosa, 10 g.

Fosfato bipotasico (PO4HK,), 2 g.

Agar, 15 g.

Eosina amarillenta, 0,4 g.

Azul de metileno, 0,085 g.

Agua destilada, 1.000 ml.

Disolver los componentes por calentamiento suave y repartir
a razén de 15 a 20 ml por tubo.

Esterilizar en autoclave a 121° C durante quince minutos.

El pH final del medio debera ser 7,1.

3.2.3.3 Preparacion del medio de cultivo sélido agar nutri-
tivo. .

Utilizar el mismo medio indicado en 2.3.2 para el recuento
de bacterias aerobias totaies, dejando enfriar los tubos en
posicién . inclinada, colocandolos sobre un soporte adecuado
para que quede un amplio bisel y un reducido fondo.

3.2.3.4 Preparacion del medio liquido lactosado, sales bilia-
res, fosfatos (medio EC, de Hajna y Perry).

Peptona bacteriolégica, 20 g.

Lactosa, 5 g.

Mezcla de sales biliares o sales biliares numero 3, 1,5 g.

Fosfato bipotasico (PO4HK5), 4 g.

Fosfato monopotasico (POsH2K), 1,5 g.

Cloruro sédico, 5 g.

Agua destilada, 1.000 ml. .

Disolver los componentes en caliente, ajustar el pH y re-
partir a razon de 10 ml por tubo.

Los tubos iran provistos de campana de fermentacion (tubo
Durham).

Esterilizar en autoclave a 121°C durante quince minutos.

El pH final del medio debera ser 8,9.

3.2.4 Reaclivo.

Reactivo de citocromo oxidasa (Kovacs).
Solucion acuosa al 1 por 100 de clorhidrato de tetrametil-
parafenilendiamina.

El reactivo Kovacs-oxidasa debe ser incoloro y debe conser-
varse en frasco de color topacio oscuro, cerrado con tapdn de
vidrio esmerilado y guardado en nevera. - ’

A pesar de tomar estas precauciones el tiempo méaximo de
duracién es de dos semanas..

3.2.,5 Procedimiento.
3.25.1 Pruebe presuntiva.

Es un procedimiento de criba en el que una reaccién nega-
tiva excluye la presencia del grupo coiiforme y una reaccion
positiva indica su posible presencia. :

3.25.1.1 Técnica.

Disponer en gradilla una serie de tubos y —en su caso—
frascos con medio liquido caldo lactoso simpie y doble concen-
trado, segun la tabla NMP que se haya elegido.

Mediante pipetas estériles, sembrar los tubos de la serie
tomando los volimenes del agua, ya homogeneizada, que se
indican en la tabla.

Los volumenes de 10 ml y de 50 ml de agua deberan sem-
brarse en tubos o frascos conteniendo medio a doble concen-
tracion. o

Homogeneizar los tubos sembrados.

Incubar a 37°C (+ 1°C) durante veinticuatro horas (i dos
hora.s; y, en su caso, hasta cuarenta y _ocho. horas (x tres
horas). . ' .

3.2.5.1.2 Lectura e interpretacion.

Se.consideran tubos positivos aquellos en los que se observa
enturbiamiento y aparicion de gas en la campana de fermen-
tacion, independientemente de su cantidad.

La produccién de gas se pone también de manifiesto por
el desprendimiento de pequefias burbujas que atraviesan el
medio al agitar suavemente el tubo.

La ausencia de gas al cabo de cuarenta y ocho horas (t tres
horas) se considera como prueba negativa.

3.2.5.2 ° Prueba de confirmaciéon de coliformes totales.

Es un procédimiento mediante el cual una reccién negativa
excluye la presencia del grupo coliforme mientras que una
reaccion positiva indica su presencia inequivoca.

Deben someterse a esta prueba todos los tubos que hayan
resuitado positivos en la prueba presuntiva.

En los tubos en los que la positividad se manifieste a las
veinticuatro horas no es necesario continuar la incubacion,
pudiendo iniciarse entoces con ellos la pruebe de confirmacion.

3.2.5.2.1 Técnica.

Tomar tantos tubos de agar-cosina-azul de metileno como
tubos positivos presuntivos.

Fundir totalmente el medio, colocando los tubos en bafio
maria. .

Veorter el medio contenido en cada tubo en sendas placas
de Petri de 10 cm de diametro.

Dejar soldificar.

Homogenizar cada uno de los tubos de caldo lactosado pre-
suntivo positivo.

Resembrar con asa en superflicie y por agotamiento sobre
el medio solidificado en la placa de Petri.

Incubar a 37°C (£ 1° C) las placas invertidas durante vein-
ticuatro horas (t+ dos horas). .

Sobre este medio las bacterias fermentadoras de la lactosa
dan coloniag caracteristicas opacas y pigmentadas en 1sa.
azul o violeta oscuro con o sin reflejo metéalico. )

Las colonias distintas de (as descritas corresponden a bac
terias no fermentadoras de la lactosa.

De cada placa, seleccionar una colonia de cada uno de los
diferentes aspectos descritos como caracteristicos y resembrar
mediante hilo o asa de platino sobre agar nutritivo inclinado.
A continuacion, y sin recargar, resembrar un tubo de caldo
lactesado.

En el caso de que el aspecto de las colonias ofrezca duda
respecto a las caracteristicas antes descritas, tomar una o dos
de las mas similares y proceder como se ha indicado.

Incubar a 37°C (+ 1°C) durante veinticuatro horas (£ dos
horas).

Al término de la incubacién comprobar la produccion de gas
en el tubo de caldo lactosado y, caso de ser positiva,,tomar
una porcién del. cultivo desarrollado sobre el agar inclinado,
mediante asa o hilo de platino o pipeta Pasteur (no utilizar
material que contenga hierro), y depositarla sobre un trozo
de papel de filtro poroso impregnado con dos a tres gotas de
reactivo de Kovacs con objeto de investigar la presencta de
oxidasa. La presencia de oxidasa se manifiesta por la aparicion
inmediata (entre cingo-diez segundos) de una coloracion vio-
leta o pardo-violeta Al principio la coloraciéu es rosaroja 0s-
cura y luego, a los sesenta segundos aproximadamente, se vuel-
ve negra.

Toda reaccién tardia debe tomarse como negativa.

3.25.2.2 Lectura e interpretacion de resultados.

Si en la placa de medio Teague-Lévine no se han desarrc
liado colonias o bien las que hai aparecido no son fermentado
ras de lactosa con produccién de gas, la prueba de confirma
cién es negativa.
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Si la colonia aislada es fermentadora de lactosa con- pro-
duccién de gas y oxidasa negativa, la presencia de coliformes
tales se considerara confirmada.

Si la reaccién de la oxidasa es positiva, la presencia de coli-
formes totales se considerara negativa, aunque la colonia ais-
lada haya fermentado la lactosa con produccién de gas.

Para el calculo del NMP de coliformes totales se contabili-
zaradn como positivos aquellos tubos de la serie elegida que
hayan dado una prueba de confirmacién positiva.

En los tubos en los que la prueba confirmativa de colifor-
mes fecales, que habra realizado simultdneamente segun se
expone a continuaciéon, haya resultado positiva, no es necesa-
rio proceder a la prueba de la oxidasa.

3.2.5.3 Prueba de confirmacién de coliformes fecales.

Es un procedimiento mediante el cual una reccién negativa
excluye la presencia de coliformes fecales, mientras que una
reaccién positiva indica su presencia inequivoca.

Deben somqtérs_e a esta prueba todos los tubos que hayan
resultado positivos'en la prueba presuntiva.

En los tubos en los gue la positividad se manifieste a las
velnticuatro horas no es necesario continuar la incubauién,
pudiendo iniciarse entonces con ellos la prueba de confirmacion.

3.25.3.1 Técnica.

Esta prueba debe llevarse a cabo, tal como se ha indicado,
simultdneamente a la de confirmaciéon de coliformes totales.

Disponer en gradilla tantos tubos de medio de cultivo If-
quido lactosado con sales biliares (medio EC, de Hajna y
Perry) como tubos positivos presuntivos.

Resembrar cada tubo con un asa o dos gotas de pipeta Pas-
teur. Llevar a estufa o bafie Maria antes de transcurrir trein-
ta minutos. Incubar a 44°C (:t 0,5° C) durante veinticuatro ho-
ras (+ dos horas).

3.25.3.2 Lectura e interpretacién.

Si se observa crecimiento bacteriano con produccién A2 gas
1 las veinticuatro horas o antes, la presencia de bacterias coli-
‘ormes fecales se considerara confirmada.

Para el calculo del NMP de coliformes fecales se contabili-
argn como positivos aquellos tubos de la serie que hayan
ado prueba de confirmacién positiva.

3.2.8 Métodos alternativos.

Con el objeto de impedir o atenuar falsas fermentaciones de
1 lactosa, en los analisis de control sistematico de aguas pota-
rilizadas podran utilizarse en lugar del caldo lactosado, los
wedios de cultivo lactosado Hquidos siguientes:

3.2.8.1 Caldo lactosado Lauril-sulfato sédico
riptosa).

(Caldo Lauril

Triptosa, 20 g.
Lactosa, 5 g.
Fosfato bipotasico (PO4HK,), 2,75 g.
Fosfato mcnopotasico (PO4H2K) 2,75 g.
Cloruro sodico, 5 g.
Lauril-sulfato sédico, 0,1 g.
Agua destilada, 1.000 ml.
pH final del medio, 8,8.
3.2.62 Caido lactosado- glutamato sodico.
Glutamato sédico, 12,7 g.
Lactosa, 200 g.

- Formiato sédico, 0,5 g.
1cistina, 0,04 g
1 (=) &cido aspéartico, 0,048 g.
1 (4) arginina, 0,04 g.
Tiamina, 0,002 g.
Acido nicotinico, 0,002 g.
Acido pantoténlco 0,002 g
Sulfato magnésico (SOqu 7H,0), 0,20 g.
Citrato férrico aménico, 0,02 g.
Cloruro célcico (ClyCa. 3H,0), 0,02 g.
Fosfato monopotasico (POH,K), 1,80 g.
Cloruro aménico (CINH,}, 5,0 g.
Bromo-cresol parpura, 0,02 g.
Agua destilada, 1.000 ml.
pH final del medio, 8,7.

3.3 M¢étodo del filtro de membrana (método alternativo).
3.3.1 Fundamento.

Determinacién del nimero de coliformes mediante filtracién
o columenes determinados del agua a alizar por filtros de
rembrana e incubacién sobre medios de cultivo a temperaturas
decuadas.

El procedimiento comprende las determinaciones de co]lfor—
nes totales y de coliformes fecales.

3.3.2 Material.

. Membranas filtrantes de ésteres de celulosa, de 0,45 micras
de porosidad, de 47 a 50 mm de diAmetro, estériles.

Pinzas flameables de extremos planos.

Equipo de filtracién por vacfo.

Placas de Petri de didmetro superior al del filtro de mem-
brana.

Estufa regulada a 37°C (+ 1° C),

Estufa o bafio termorregulados a 44°C (% 0,5° C).

3.3.3 Medios de cultivo.

3.3.3.1 Preparacién del medio de cultive soélido agar-lac-
tosa-trifenil tergitol 7 (Chapman TTC modificadol.

Extracto de carne, 5 g.

Peptona bacteriolégica, 10 g.

Lactosa, 20 g. N

Extracto de levadura, 6 g.

Azul de bromitol (solucién al 1 por 100), 5 ml.

Agar, 20 g.

Agua destilada, 1.000 ml.

Disolver los componentes en caliente, ajustar el pH a 7.2
y repartir a razén de 100 ml en matraces o frascos de 150 ml,
con tapén de rosca.

Esterilizar en autoclave a 121° C durante quince minutos.

En el momento de su. empleo, fundir al bafio maria y afia-
dir a cada frasco:

— 5 ml de solucién acuosa de cloruro o bromuro de 2,3,5 tri-
fenil-tetrazolio (TTC) al 0,05 por 100, esterilizada en autoclave
a 121° C durante gquince minutos.

— 5 ml de solucién acuosa de heptadecﬂ sulfato s6dico (ter-
gitol 7) al 0.2 por 100. No es necesario esterilizar esta solucién.

Mezclar bi=n y repartir en placas de Petri, defando solidi-
ficar. El espesor del medio en las placas debe ser como mini-
mo de 5 mm.

Las placas asi preparadas pueden conservarse a 4°C (£ 2° ()
durante ocho dias.

3.3.4 Procedimiento.

3.3.4.1 Coliformes totales.
3.3.4.1.1 Teécnica.

Los elementos del sistema de filtracién que vayan a entrar
en contacto con el agua a analizar deben estar estériles.

Colocar un filtro de membrana estéril sobre el soporte de
filtracién, utilizando pinzas estériles.

Adapta‘r el embudo.

Filtrar 100 ml de la muestra de agua, previamente homoge-
neizada, efectuando el vacio necesario.

Lavar con unos 30 ml de agua de dilucién estéril.

Retirar el embudo.

Mediante las pinzas esterilizadas transferir la membrana
filtrante sobre el medio de cultivo contenido en una placa de
Petri, de modo que la superflcle de filtracién quede hacia
arriba.

. Cerrar e invertir la placa e incubar a 370 C (+ 1°C) durante
veinticuatro horas (t dos horas).

3.34.1.2 Lectura e interpretacién.

La lectura de los resultados requiere el examen de las co-
lonias aparecidas sobre la membrana y el examen de los halos
en la capa de agar subyacente a la membrana.

Las bacterias que reducen fuertemente el trifenil tetrazolio
y no fermentan la lactosa dan colonias de color violeta sobre
fondo azul.

La ausencia de reduccién o la débil reducciéon del trifenil
tetrazolio hace que las colonias adquieran color amarillo, ana-
ranjado o rojo ladrillo.

La fermentacién de la lactosa provoca la formacién de un
halo amarillo.

Por ello, se consideran coliformes aquellas colonias que pre-
sentan color amarillo, amarillo con centro naranja o rojo la-
drillo y halo amarillo.

Estas colonias deberdn ser sometidas a la prueba de la
oxidasa segun la técnica descrita en 3.2.5.2.1 o bien colocando
la membrana sobre una almohadilla empapada en solucién de
reactivo de Kovacs.

Puede estimarse que el nimero de coliformes totales pre-
sentes en 100 ml corresponde al nimero de colonias desarro-
lladas con las caracteristicas descritas.

3.3.4.2 Coliformes fecales.
3.3.4.2.1 Técnica.

Seguir la misma técnica descrita en 3.3.4.1.1, operando si-
multaneamente, con la salvedad de incuber la placa a 44°C
(+0,5°0).

3.34.2.2 Lectura e interpretacién.

Seguir el mismo sistema que el descrito en 3.3.4.1.2. Puede
ostimarse que el ntmero de coliformes fecales presentes en

100 ml corresponde al ntmero de colonias desarrolladas con
las caracteristicas descritas.

4. ESTREPTOCOCOS FECALES
4.1 Definicidn.

Son aquellas bacterias cocédceas Gram positivas aeroblas
o anaerobias facultativas, catalasa negativas, que fermentan
le, glucosa con produccién de acido a 37°C, en un tiempo maxi-
mo de cuarenta y ocho horas.
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El conjunto comprende las especies Streptococos faecalis,
faecium, dutans, bovis y equinus, todas ellas comprendidas en
el grupo serologlco D de Lancefield.

4.2 Método de los tubos multiples- (NMP numero mds pro-
bable).

Este método podra utilizarse para cualquier tipo de agua y
sera el procedimiento oficial obligatorio en casos de litigio.

4.2.1 Fundamento.

Determinacién del numero, de estreptococos mediante siem-
bra de distintos volumenes del agua a analizar en series de
tubos conteniendo medio de cultivo liquido glucosado con agen-
tes inhibidores selectivos e incubacién & temperatura adecua-
da. El procedimiento comprende las pruebas: presuntiva y de
confirmacioén de estreptococos fecales..

4,22 Material.

Pipetas graduadas en ml y divididas en 1/10 estériles.
Estufa regulada a 37° C (£ 1° C).

4.2.3 Medios de cultivo.

4.23.1 Preparacion del medio glucosa-fosfatos-azida (Rothe),
simple.

Peptona bactemologlca 20 8.

Glucosa, 5 g

Cloruro sodico, 5 g.

Fostato blpotaswo (PO4HK,), 2,7 g.

Fosfato monopotasico (P04HZK) 2,7 g.

Azida sddica, 0,2 g.

Agua destilada, 1.000 ml.

Disolver los componentes por calentamiento, ajustar el pH
y repartir a razon de 10 m] por tubo.

Paralos tubos de la serie que reciban volumenes de agua
de 1p ml debera prepararse el medio a doble concentracion,
duplicando las cantidades de los componentes en el mismo
volumen de agua destilada y distribuyéndola a razén de 10 ml
por tubo.

Para los tubos o frascos de la serie que fengan que recibir
volumenes de agua de 50 ml se utilizara el mismo medio con-
centrado, pero distribuyéndolo a razén de 50 ml por cada uno.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante quince minutos.
El pH final del medio debera ser 8,8-7.

4.23.2 Preparaciéon del medio de cultivo glucosa-fosfatos-
azida-etilvioleta (Litsky).

Peptona bacteriolégica, 20 g.

Glucose, 5 g.

Cloruro sodico, 5 g

Fosfato blpotasmo (POqHKz) 2,7 8.

Fosfato monopotasico (PO4H3K), 2,7 g.

Azida sodica, 0,3 g.

Solucién acuosa de etil-violeta al 0,01 por 100 (P/V), 5 ml.

Agua destilada, 1.000 ml,

Disolver los componentes, menos el etil-violeta, por calor
suave, ajustar el pH, afadir el etil-violeta a razén de 10 ml por
tubo.

Esterilizar en autoclave a 121° C durante quince minutos.

El pH final del medio debera ser 8,8-7.

Para ambos medios se recomienda utilizar tubos con tapon
de rosca para su cierre hermético. No se utilizara algodén ya
que debe evitarse la evaporacién del medio durante el alma-
cenamiento.

4.2.4 Procedimiento.
4.2.4.1 Prueba presuntiva.

Dlsponer en una gradllla una serie de tubos con medio de
Rothe, segun la tabla de NMP que se haya elegido.

Mediante pipetas estériles, sembrar los tubos de la serie,
tomando los volumenes del agua, ya homogeneizada, que se
indican en la tabla.

* Homogenetizar los tubos sembrados.

Incubar a 37°C (* 1°C) durante cuarenta y ocho horas

(1 tres horas).

Se consideran tubos positivos aquellos que presenten entur-
biamiento y/o sedimento.

4.2.4.2 Prueba de confirmacién.

Todos los tubos positivos de la prueba presuntiva se some-
teran a la prueba de confirmacion.

De cada tubo positivo presuntivo homogeneizar su contenido
y transferir tres asas al tubo con medio de Litsky.

Si el sedimento es escaso o insuficiente, es imprescindible
eliminar previamente a la homogenelzaclén el liquido sobre-
nadante.

También puede tomarse directamente el sedimento por ca-
pilaridad, mediante pipete Pasteur.

Incubar los tubos resembrados a 37 C (£ 1°C).

Si a las veinticuatro horas no se observa ni enturbamiento
ni sedimento violeta prolongar la incubacién hasta cuarenta
y ocho horas (£ tres horas).

4243 Lectﬁra y expresién de resultados.

Se consideraran tubos positivos aquellos que presenten en-
turbamiento y/o sedimento de color violeta.

Se calculard por tabulacidén el nimero mas probable (NMP)
de estreptococos fecales referidos a 100 ml de agua.

4.3 Método del filiro de membrana (método alternativo).
4.3.1 Fundamento.

Determinacién del numero de estreptococos fecales mediante
filtracién de volamenes determinados del agua a analizar por
filtros de membrana e incubacién sobre medio de cuitivo se-
lectivo a temperatura adecuada. N

4.3.2 Material.

Membranas filtrantes de ésteres de celulosa, de 0,45 micras
de porogidad, de 47 a 50 mm de diametro, esténles
Pinzas flameables de extremos planos.
Equipos de filtracidon por vacio.
b Placas de Petri de didametro superior al del f.ltro de mem-
rana.
Estufa regulada & 37° C (£ 1° C).

4.3.3 Medio de cultivo.

Preparamon del medio de cultivo solido-agar glucosa fosfato-
azida-trifenil-tetrazolio (Slanetz):

Peptona bacteriolédgica, 20 g.

Extracto de levadura, 5 8.

Glucosa, 2 g.

Fosfato bipotasico (PO4HK,), 4 g.-

“Azida sédica (N3jNa), 0,4 g

2,3,5, tnfemltetl*azoho cloruro (TTC) 0,1g.

Aga,r 15 8.

Agua destilada, 1.000 ml.

Disolver los componentes por.calentamicnto hasta.punto de
ebullicion, dejar enfriar a 50° C, aproximadamente, y ajustar
el pH a 7,2.

Homogenelzar y repartir en placas dejando solidificar.

El espesor del medio en las placas debe ser como minimo
de 5 mm.

Las placas asi preparadas pueden conservarse a 4 C (£ 2°C)
durante tres a cuatro semanas.

"4.3.4 Procedimiento.

Seguir la misma tecmca en 334 1.1 para coliformes tbtales
e incubar a 37°C (£ 1° C) durante cuarenta y ocho horas (£ tres
horas).

4.3.5 Lectura e interpretacion.

Contar las colonias desarrolladas que tengan color rojo la-
drillo, violeta o rosa.

Las colonias que no presenten esta coloracién no se tienen
en cuenta por no corresponder a estreptococos fecales,

Puede estimarse que el numero de estreptococos fecales
presentes en 100 ml corresponde al numero de colonias des-
arrolladas con las caracteristicas descritas.

5. CLOSTRIDIOS SULFITO REDUCTORES

5.1 Definicion.

Son aquellas bacterias de morfologia bacilar, Gram positi-
vas, anaerobias estrictas, capaces de formar esporas, y con
actividal sulfito reductora

5.2 Fundamento.

Se basa en contar el numero de colonias de bacterias espo-
ruladas y con capacidad sulfito reductora, desarrolladas en
medio ‘de cultivo solido glucosado, conteniendo sulfito sodico
y una sal de hierro.

5.3 Material y medio de cultivo.
5.3.1 Material.

Pipetas graduades en' ml, divididas en décimas y estériles.
Estufa regulada e 37° C (+ 1°C),
Bano termorregulable a 80° C.

5.3.2 Medio de cultivo.

a) Preparacién del medlo agar-glucosa-sulfito-hierro (Wil-
son Blair):

Peptona bacterioldgica, 10 g. ‘

Extracto de carne, 3 g.

Cloruro soédico, 5 g.

Glucosa, 20 g.

Agar, 30 g.

Agua destilada, 1.000 ml.

Disolver los component,es por calentamiento hasta punto de
ebullicién y disolucién total Jel ager, evitando la formacion
de espuma.

Ajustar ol pH a 7,6.
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Repartir a razén de 20 ml por tubo de. capacidad minima
de 50 ml.
Esterilizar en autoclave a 121° C durante quince minutos.

b) Solucién acuosa de sulfito s6dico puro cristalizado
SO3NB.2.1OH20 al 10 por 100.

Esterilizar al baflo Maria durante diez minutos.
-Esta solucién debe utilizarse recientemente preparada.

c] Solucién acuosa de citrato de hierro amoniacal al 5 por
100. Preparar asépticamente, sin esterilizar por el calor.

'5.4 Procedimiento.

Segun el criterio de calificacién que se desee determinar
(tolerable u orientador de calidad), colocar uno o cinco tubos
del medio de cultivo base, en bafio maria, hasta fusién total
del agar. v

Atemperar hasta unos 7° C y afadir:

Solucién de citrato de hierro amoniacal, 0,5 mi.

Solucion de sulfito sodico, 1 ml. .

Despu¢s de la adicién de los reactivos, mezclar suavemente
para evitar la incorporacién de aire en el medio.

Con el objeto de destruir las formas vegetativas, calentar
la muestra de agua en bafio termorregulado & 80° C durante
cinco minutos, dejando enfriar a continuacién hasta 60° C, apro-
ximadamente. .

Sembrar cada tubo de medio preparddo, como se ha indica-
do, con 20 ml del agua .a 60° C.

a%/[ezcla,r y enfriar rapidamente.

ncubar a 37° C (+ 1° C) durante cuarenta y ocho horas.

5.5 Lectura y expresién de resultados.

Las colonias de Clostridium sulfito reductores aparecerdn de
color negro debido a la formacién de sulfuro ferroso por re-
duccién del sulfito. -

Transcurridas cuarenta y ocho horas, contar el nimero de
colonias negras desarrolladas en la totalidad de la columna de
agar, sin tener en cuenta las puntiformes.

El resultado se expresarad como numero de esporas de clos-
tridios sulfito reductores en el volumen de agua sembrada
(20 ml a 100 ml). :

Con objeto de evitar la dificultad de recuento que puede
producirse al confluir las colonias desarrolladas se efectuara
una primera lectura a las veinticuatro horas, y si por este mo-
tivo no es posible el recuento a las cuarenta y ocho horas se
daré la lectura de las veinticuatro horas como resultado apro-
ximado. :

ANEXO

1. Las definiciones que se exppnen en la presente norma,
asi como los métodos analiticos que se detallan en la misma,
deben entenderse validos Unicamente a efectos de la Regla-
mentacion Técnico-Sanjtaria para el Abastecimiento y Control
de Ja Calidad de las Aguas Potables de Consumo Publico.

2. Diluciones:

Si en algln caso se estima necesario diluir la muestra a
analizar, debido 8 que se presume un alto contenido bacteria-
no, como liquido de dilucién, se utilizara la solucién estéril
siguiente:

Peptona tripsica, 1 g.

" Cloruro sédico, 8,5 g.
Agua destilada, 1.000 ml.
Ajustar el pH a 7. .

3. Medios de cultivo:

De cada lote de medio recién preparado debe practicarse
un control de esterilidad incubando uno o més tubos a la
temperatura y durante el tiempo adecuados.

De igual modo debe practicarse un control positivo, sem-
brando una cepa de la bacteria correspondients, comprobando
su correcto desarrollo y caracteristicas propias.

Para la conservacién prolongada los medios de cultivo, una
vez preparados, no requieren més precaucién especial que la
de estar herméticamente cerrados y almacenados en lugar fres-
co y en la oscuridad. No es necesario conservarlos en nevera
a excepcién de aquellos en cuya técnica de preparacién se in-
dica expresamente.

La mayor parte de los medios de cultivo necesarios se en-
cuentran disponibles en el mercado en forma deshidratada.

Algunos de ellos también se encuentran ya preparados para
uso inmediato.

Asimismo se encuentran comercializados la mayoria de los
reactivos que se citan, por ejemplo, discos o tiras para la reac-
cién de Kovacs-oxidasa, etc. .

Para la preparacién de los medios de cultivo deshidratados
deberadn seguirse estrictamente las iIndicaciones especificadas
por los fgbricantes.

4. Técnicas complementarias recomendables:

a) _Comprobar la morfologia y caracteres tintoriales de las
b_actenas identificadas en las técnicas descritas, mediante tin-
¢i6én de Gram, especialmente para coliformes y estreptococos.

b) Completar la identificacién de los estreptococos fecales
con la prueba de la catalasa, segin la técrilca siguiente:

Partiendo del cultivo lquido resembrar con ass, en superfi-
;ileaox por agotamiento sobre agar nutritivo (medio 2.3.2) en

Incubar las placas invertidas a 37° C (% 2° C) durante vein-
ticuatro horas (* dos horas). .

Sobre un portaobjetos de vidrio, limpio y desengrasadv, co-
locar una gota de agua destilada estéril. Homogeneizar en ella
un asa bien cargada de la colonia que se quiera ensayar. Afia-
dir una gota de agua oxigenada de 10 volumenes. El despren-
dimiento espontadneo de burbujas indica una actividad catalasa
positiva. Los estreptococos fecales son catalasa negativos.

c¢) A efectos de la calificacién sanitaria de las aguas de
consumo publico, de acuerdo con la Reglamentacién Técnico-
Sanitaria, es suficiente efectuar la técnica descrita en el apar-
tado 3, Bacterias coliformes.

Sin embargo, para estudios epidemiolégicos, de investiga-
cién u otros, y especialmente para la tipificacién del Escheri-
chia coli, es recomendable completar el an&lisis con la iden-
tificacion de‘las colonias de coliformes aisladas.

Para ello pueden seguirse las pruebas bioquimicas 1IMViC o
bien otras mas completas. La mayor parte de ellas se encuen-
tran disponibles en el mercado. :

5. Tablas NMP.

Para el calculo. del numero de coliformes y/o de estreptoco-
cos presentes se utilizaran las tablas del Namero Mas Probable,

Para los anilisis sistematicos se elegirda en cada caso la
tabla mas adecuada-a las necesidades del control y conveniencia
del laboratorio, recomendandose como més conveniente para

- las aguas tratadas la tabla de una sola serie de cinco tubos

de 10 ml (tabla D).

Para la investigacién de coliformes en los puntos de entrada
a la red de distribucién y en los casos en que en los controles
rutinarios de potabilidad del resto de la red: 1) Se encuentre
de forma repetida de una a diez bacterias coliformes totales
por cien (100) mililitros de agua; 2) Se observe un numero mas
elevado en muestras aisladas; 3) Se detecte la presencia de
coliformes fecales, o cuando el analisis se efectlle para calificar
sanitariamente un agua, se sembraran volumenes de 100 m! de

‘agua, distribuidos en: un frasco de 50 ml y cinco tubos de
10 ml, utilizdndose para el calculo del NMP la tabla III.

7. Otros métodos alternativos.

Los métodos oficiales en casos de litigio son los des-ritos
en la presente norma & excepcién de los sefialados como alter-
nativos.

Salvo en casos de litigio, los laboratorios podran seguir otros
métodos o técnicas alternativas diferentes de los descritos
como tales, siempre que sus resultados sean equivalentes a los
obtenidos con los expuestos en la presente norma.

Tablas para hallar el nimero mas probable (NMP) de coli-
formes o esireptococos exisitentes en 100 ml de agua
TABLA 1
NMP (namero mas probable)

Con los intervalos de confianza del 95 por 100, entre los cp{a.les
puceden variar para diversas combinaciones de resultados positivos
y negativos

Numero de tubos Limites de confianza del 95 por 100
que dan reaccién -
positiva entre Indice
NMP Limite Limite
inferior superior
5 tubos de 10 ml |
0 0 0 6,0
1 2,2 0,1 12,8
2 51 0,5 19,2
3 9,2 1.6 29,4
4 16,0 3,3 52,8
5 Infinito 8,0 Infinito
TABLA 11

NMP (mimero méas probable)

Con los intervalos de confianza del 95 por 100, entre los cuales
pueden variar para diversas combinaciones de resultados positivos
y negativos

Numeros de tubos que dan reaccién Limite de conflanza
positiva entre del 95 por 100
Indice
NMP
5 tubos 5 tubos 5 tubos Limite Limite
de 10 mi de 1 ml de 0,1 mi inferior superior
0 0 1 2 < 05 7
0 1 0 2 < 05 7
0 2 ] 4 < 05 11
1 [+] 0 2 < 05 7
1 0 1 4 < 05 11
1 1 0 4 < 05 11
1 1 1 -] < 05 16
1 2 [+] L] < 05 15
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NMP {(nimero mas probable)

Con los intervalos de confianza del 95 por 100, entre los cuales
pueden variar para diversas combinaciones de resultados positivos
y negativos .

AAAA
Lo,

Numeros de tubos que dan reaccién Limite de confianza Namero de tubos que dan reaccién Limite de confianza
positiva entre del 85 por 100 positiva entre . del 95 por 100 N
Indice Indice
NMP - NMP
5 tubos 6 tubos 5 tubos . Limite Limite 1 tubo 5 tubos 5 tubos Limite -Limite
de 10 ml de 1 ml de 0,1 ml inferior superior de 50 ml - | de 10 ml de 1 ml inferior superior
2 b 0 5 0,5 13 .
5 b 1 sl < Y| @ 0 2 0 2 < 0.5 6
2 1 0 7" 1 <17 1] 2 1 3 < 0,5 8
2 2 0 9" 2 21 0 3 ¢ 3 <05 8
2 3 o 12 3 23 0 3 1 5 <05 . 13
3 o [ o 8 1 19 M 4 0 5 <05 1
3 0 1 1 2 25 1 0 0 1 <05 4
3 1 0 1 "2 % 1 0 1 3 <05 8
3 1 1 14 i 34 1 0 2 4 <05 1
3 2 0 14 4 34 ! 0 3 .8 <05 15
3 2 r [ o1 5 46 1 1 0 3 <05 8
3 3 o 17 5 8 1 1 1 5 <05 13
4 ) 0 13 3 31 1 1 2 7 1 17
4 0 1 17 5 18 ! 3 4 2 21
4 1 0 17 5 6 |. 1 2 0 5 <05 13
4. 1 1 21 7 63 1 2 1 7 1 17
1 2 2 10 .3 23
4 1 2 26 9 78 1
4 2 0 22 7 87 2 3 12 3 28
4 2 1 26 9 78 1 3 9 . 2 »
4 3 0 27 9 80 3 3 4
1 3 2 14 4 34
4 3 1 a3 11 23 ] 13 53
4 4 0 34 12 96 1 3 : 2 5 -
5 0 0 23 7 70 1 i 0 13 g 31
5 0 1 31 11 .89 1 4 1 17 5 47
5 0 2 43 15 114 1 4 2 29 . 7 89
5 1 0 33 11 93 1 4 3 23 9 a5
5 1 Tl 46 18 120 1 4 4 35 12 101
5 1 2 83 21 154
1 4 5 43 15 117
3 2 0 49 17 126
1 5 0 24 8 75
5 2 - 1 70 23 168 -
5 .1 5 1 35 12 101
2 2 94 28 219 Wl 5 2 54 18 138
5 3 ] 79 25 187
1 5 3 92 27 217
5 3 1 109 31 253 1 5 4 161 39 > 450
5 3 2 141 37 343
5 3 3 175 44 503
5 4 0 130 a5 302 ~
5 4 1 172 43 486 TABLA V
5 4 2’ 221 57 698 . -
5 4 3 278 90 \ 8489 , NMP (nimero mas probable)
5 4 4 345 i 117 999
5 5 0 240 68 754 Con los intervalos de confianza del 85 por 100, entre los cuales
5 5 1 348 118 1.005 pueden variar para diversas combinaciones de resultados positivos
5 5 2 542 180 1.405 : y negativos
5 5 3 918 303 3.222
) 5 4 . 1.609 835 5.805 :
o — Numero de tubos que dan reaccién .Limite de confianza
positiva entre tndi del 95 por 100
naice bt
TABLA III - S
NMP (mimero mas probable) 5 tubos 5 tubos 5 tubos Limite Limite
! de 10 ml de 1 ml de 0,1 ml inferior superio
Con los intervalos de confianza del 95 por 100, entre los cuales
pueden variar para diversas combinaciones de resultados positivos
y negativos <05
J— —— < 0.5
. < 0,3
Numero de tubos que dan Limite de confianza < 0,n
reaccion positiva entre del 85 por 100 < 0,5
Indice -« < 0
NMP "
1 tubo 5 tubos Limite Limite <I¢
de 50 ml de 10 ml inferior superior <05
< 0,5
0 1 1 < 0,5 4 < 0,5
0 2 2 < 05 6 < 05
0 3 4 < 0,5 11 < 05
0 4 5 1 13 < 0,5
1 0 2 0,5 6 <05
1 1 3 < 9,5 9 <05
1 2 ] 1 15 <05
1 3 9 2 21 < 0,5
1 4 18 4 40 < 0,5
e < 0,5
1
TABLA IV 1
0
0.
0
0.
1
T
1
1
1
1
1
1
8

Numero de tubos que dan reaccién Limite de confianza
positiva cntre del 95 por 100

Indice

. NMP
1 tubo 5 tubos 5 tubos Limite Limite
de 30 ml de 10 m! de 1 ml inferior superior
0 0 1 1 < 0,5 4
0 0 . 2 2 < 0,5 B8
0 1 (4] 1 <05 4
0 1 1 2 < 0,5 8
0 1 2 3 < 0,5 3
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Ntamero de tubos que dan reaccion Limite de confianza TABLA VI
positiva entre - del 85 por 100 - ]
. Iﬁ?\,ﬁe ] NMP -(nimero mas probable)
5 tubos 5 tubos 5 tubos Limite Limite
de 10 ml de 1 ml de 0,1 ml inferior superior Con los intervalos de confianza del 85 por 100, entre los cuales
pueden variar para diversas combinaciones de resultados positivos
4 2 0 4 - 1 9 y negativos .-
4 2 1 4 1 9
4 2 2 S 2 12
4 3 [ 5 2 H Numero de tubos que danm reaccion Limite de confianza
4 3 1 5 2 13 positiva entre - . del 95 por 100
- 4 3 2 8 2 34 Indice
4 4 0 "8 2 14 3 tub tub 3 tub NMP Limit Licait
4 4 1 7 3 17 de ﬁ) ?:l ge ‘i lglsl de ‘6“1 olils:ll inf:‘r}igr su;é;'i?)r
4 5 0 7 3 17 !
4 5 1 8 3 19 . :
5 0 ] 1 1 9 0 0 1 ° 3 <05 9
5 0 1 4 1 9 0 1 0 3 < 0,5 13
5 0 2 6 2 14 1 V] 0 4 < 0,5 20
5 1 0 5 2 12 1 0 1 7 1 . 21
5 1 1 6 ‘9 14 1 1 V] 7 1 23
5 1 ‘9 7 3 17 1 1 1 11 3 36
5 2 0 8 2 14 ; g- g 1; 5‘1’ g
8
5 2 ! : : 2 2 0 1 14 3 a7
5 2 2 10 4 23
2 1 0 15 3 44
5 2 3 12 4 28 ~
2 1 1 20 7 89
5 3 0 9 3. 21
2 2 0 21 4 47
S5 3 1 11 4 26
_ 2 2 1 28 10 149
5 3 2 14 5 34
5 3 3 18 6 53 3 0 0 28 4 120
3 0 1 32 7 130
5 4 0 13 S 31
3 0 2 64 15 379
5 4 2 22 7 70 3 1 1 75 14 230
5 4 3. 28 9 85 3 1 2 120 30 380
5 4 4 35 11 101 3 2 0 03 15 380
5 5 0 24 8 75 .. 3 .2 1 150 30 440
5 5 1 3 11 101 * 3 2 ‘2 210 a5 470
5 5 2 54 18 140 3 3 0 240 36 1.300
5 5 3 92 27 218 3 3 1 480 71 2.400
5 5 4 161 39 424 3 3 2 1.100 150 4.800




