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téenico o docente relacionados con los Museos que se incorporen
mediante convenio con ¢l Ministerio de Cultura.

An. 27. Cooperacidn.

El Ministerio de Culturs, & través de la Direccién General de
Bellas Artes y Archivos, asesorada por Ia Junta Superior de
Museos, promoverd la cooperacién entre los Museos e Institutos
que integran ¢l Sistema Espadiol de Museos, para la documenta-
cién, invenigci.bn, conservacién i restauracién de los fondos, asi
como pars actividades de on cultural y ¢l perfecciona-
miento de su personal.

DISPOSICIONES ADICIONALES

Primera.-La adscripcidn de Museos al Ministerio de Culturs se
realiza & través de la Direccidn General de Bellas Artes y Archivos,
cualquiera que sea ¢l régimen administrative especifico de cada
uno de ellos.

Segunda.-Las inversiones que se reaticen en los edificios de los
Musecs adscritos al Ministerio de Cultura y gestionados por la
Comunidad Auténoma, que no supongan 1a simple conservacién
de aquéllos, gdrﬂn ciarse con cargo a los Presupuestos
Generales del Estado o de 1a respectiva Comunidad Auténoma.

En todo ceso estas inversiones serdn programadas por el
Ministerio de Cultura, por propia iniciativa 0 & propuesta de la
Comunidad Auténoma, ¥ previo acuerdo de ambas A stracio-
nes en el que la Administracidn gestora del Museo asumird los
gastos de dotacién, conservacion y mantenimiento derivados de la
inversidn que se proyecte realizar,

Tercera.-Las competencias que este Reglamento atribuye a los
respectivos Ministerios, serdn ejercidas por el Consejo de Adminis-
tracién del Patrimonio Nacional respecto a los Museos de titulari-
dad estatal integrados en ¢l mismo, cuando asi corresponda de
ascuerdo con lo dispuesto en 1a Ley 23/1982, de 16 de junie, del
Patrimonio Nacional. ) .

Cuarta.~-Las competencias sobre restauraciones y reproduccio-
nes ¢enunciadas en los articulos 14.y 24 de ¢ste R ento, serin
ejercidas par 1os drganos rectores del Museo Nacional del i’mdo,
res| a loa fondos custodiados en el misme, de acuerdo con lo
establecido en ¢l Real Decreto 1432/1985, de | de agosto.

DISPOSICIONES TRANSITORIAS

Primera.~Lo dispuesto en este Reglamento es de aplicacion a los
depositos de fondos musefsticos que la Administracién del Estado

haya constituido antes de la entrada ¢n vigor del mismo.
del

Segunda.-En ¢l plazo de un afic a partir de la entrada en vigor

sente Reglamento, todos los Museos adscritos al Ministerio

de Cultura adzptards las inscripciones de los fondos gue conservan

a lo establecido en los articulos 9 y 10 y remitirén a 1a Direccién

General de Bellas Artes y Archivos fotocopia de los libros de
istro precedentes y de los actualizados.

n ¢! orden de inwcripcién de estos fondos se respetard ¢l de
inscripcién de los mismos en los Registros o en los Inventarios
preoegenntes del Museo.

A los cfectos de esta disposicién se entenderd que quedan
asignados a la coleccién estable de dichos Museos los biencs de
propiedad estatal cuyo depdsito no esté acreditade documental-
mente,

La Direccibn General de Bellas Artes y Archivor deberd
comprobar el cumplimiento de o establecido en esta disposicidn,

DISPOSICIONES FINALES

Primera.~Conforme a {o dispuesto en los articulos 16 y [9 de la
Ley 30/1984, de 2 de sgosto, de Medidas para la Reforma de 1a
Funcién Piblica, corresponde & las Comunidades Autdnomas la
provisida de todos los puestos de trabajo de los Museos de
gomlaridgd estatal que gestionen en virtud del correspondiente

TVEnio.

Segunda.-El Ministerio de Cultura y los demds Ministerios,
respecto a los Museos que tienen adscritos, dictardn las disposicic-
nes necesarias para el aemrrollo de este Reglamento en el dambito
de sus competencias, -

DISPOSICION DEROGATORIA

l. edan derogadas cuantes disposicioncs s¢ opongan a fo
establecido en ¢l presente Real Decreto y, expresamente, las
siguientes;

~ Real Decreto de 29 de noviembre de 1901 aprobando el
Reglamento General de Jos Museos regidos por ¢l Cuerpo Faculta-
tivo de Archiveros, Bibliotecarios y Arqueblogos.

- Decreto 73071971, de 25 de marzo, por el que se regula la
organizacién y funcionamiento de los Museos estatales de Bellas

- Orden de 28 de junic de 1972, por la que se dictan nuevas
normas para la visita a Museos y monumentos dependicntes de la
Direccién General de Bellas Artes 3 Archivos.

- Real Decreto 3547/1981, de 29 de diciembre, sobre depésitos
de obras de arte y owros fondos museisticos propiedad dei Estado
en Instituciones o Entidades publicas o privadas.

2, Se declara vigente y de aplicacion a los Museos adscritos ai
Ministerio de Cultura:

~ El Acuerdo del Consejo de Ministros de 7 de dicicmbre de
1982, por ¢l que se establece la entrada libre y gratuita de los
ciudadanos espafioles en los Muscos cstatales dependientes de la
Direccion General de Bellas Artes y Archivos,

- El Acuerdo del Consejo de Ministros del 21 de febrero de
1986, por el que se establece la entrada libre y gratuita de los
extranjeros residentes en Espadla y de los jévenes menores de
veintiin afios pertenccientes & Ey miembros de la Comunidad
Econémica Furopea ea los Muscos estatales dependientes de la
Direccion Genersl de Beltas Artes y Archivos.

MINISTERIO DE RELACIONES
CON LAS CORTES
Y DE LA
SECRETARIA DEL GOBIERNO

11622 CORRECCION de errores delf Real Decreto 41871987,
de 20 de febrero, sobre las sustancias y productos gque
intervienen en la alimentacidn de los animales.

Advertidos crrores en ¢l texto del citado Real Decreto, publi-
cado en el «Boletin Oficial del Estadow nimero 75, de fecha 28 de
marzo de 1987, a continuacién se transcriben las oportunas
rectificaciones:

En ¢l primer parrafo del predmbule, séptima linea, donde dice:
«.. directivas del Consejo 70/534/CEE, ...», debe decin «... directi-
vas del Consejo 70/524/CEE, ..».

En el articulo 1.° a), donde dice; «a) Aditivos.-Las sustancias
o preparados que contengan sustancias distintas de las premezclas,
contempladas en la letra h}, ..», debe deci «a) Aditivos.-Las
sustancias ¢ preparados que contengan sustancias, distintas de las
premezclas contempladas en la letra h), ...».

En ef articulo 1.° g), donde dice: « .. garanticen la racién diaria,
se asocian ..», debe decir «.. garanticen la racidn diaria, si se
asocian ..».

_En el articule 7.% 1), donde dice: «.. o almacenamicnto de
aditivos, permezclas ..», debe decir: «.. o slmacenamiento de
aditivos, premezclas ...».

En cl articulo 9.°, 2., donde dice: «... Directiva CEE 85/587 ..»,
debe decir: «.. Directiva 84/587/CEE ...».

En ¢l artlculo 13, tercer pdrrafo, donde dice: «... expresados en
unidades de sistemna ...», debe decir: «.., expresados en unidades del
sistema ..o,

11623 ORDEN de 8 de mayo de 1987 por la que se aprueban

los métodos oficiales de andlisis microbioldgicos para
la elaboracion, circulacidn y comercie de aguas de
bebida envasadas.

Fl Decreto de la Presidencia del Gobierno nimero 2484/1967,
de 21 de septiembre («Boletin Oficial del Estadon del 17 al 23 de
octubre), que aprucba el Codige Alimentario Espaiiol, prevé que
puedanl ser objeto de Reglamentaciones Especiales las materias en

€l
mlicado el Decreto de la Presidencia del Gobierno nimero
251971974, de 9 de agosto («Boletin Oficial del Estadon de 13 de
zcjﬁcmbre), que 2 la entrada en vigos, aplicacion y desarrollo
deifo Alimentario Espaiol, como &) Real Decreto
211971981, de 24 de julio («Boletin Oficial del Estados de 21 de
septiembre), por la que se aprueba la Reglamentacién Técaico-
Sanitaria para la elaboracién, circulacién y comercio de aguas d«
bebida cnvasadas, procede dictar, de acusrdo con I auterizacic:
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<ontenida en ¢l mismo, los correspondientes métodos oficiales de
andlisis microbicldgicos.
. En ;u \élrtluc‘ii a Encrgxgcd:m M:cl]':llﬁtenospcdc EounAl omia ¥
acienda, de Industnia tura, Pesca y Alimenta-
cion y de Sanidad ¥ C.Yonsumo pn:-gl forme preceptivo de la
Comisidn Interminisierial para la Ordenacién Alimentaria, y cidos
los representantes de las organizaciones afectadas, este Ministerio
gf Relaciones con las Cortes y de la Secretariz del Gobierno
spone:

Primern.~Se¢ aprucban como oficiales Jos métodos de andlisis
microbiolfgicos para la elaboracidn, circulacién y comercic de
aguas de bebidas envasadas que se citan en el anexo.

Segundo.-Cuando no existan métodos oficiales para determina.
dos anél:s:s. ¥ hasta 1anto los mismos no sean propuesios por el
Organo competente gfd: meme informados por la Comisién
Interministerial para nacién Alimentarig, podrdn ser utiliza-
dos los aprobados por los Organismos Nacionales o Internacionales
de reconocida solvencia.

DISPOSICION DEROGATORIA
o inferior ran

Qucdandanmdashl oncs de i
te, el anexo I

crctobﬂ /19 TS dpnéldcmmo «Boletin Oficial del Estadon de
2% de marzo), pot el que se regulan Ias especificaciones microbiold-
gicas a las 1 ue han de ajustarse d:i;un minero medicinales
euvasadas, y os aniculos 2°,3.°y 4.° del Real Decreto 150771976,
de 21 de m del Estados de 2 de julio), rcl
ue se in and.lﬁClCLOﬂﬁ en los Decretos 797/1975, de 21
marzo («Boletin Oficial del Estadow de I8 de abril), ¥ 60‘7{19‘75
de 13 de marzo («Boletin Oficial del Estado» de 29 de marzo), de
conformidad con lo dispuesto en ¢l articulo 15.7 del Real Decreto
211971981, de 24 de juhio, porel que se & ba la Reglamentacion
Técnico-Sanitaria para la elaboracidn, circulacién y comercio de
aguas de bebida envasadas.

DISPOSICION FINAL
La presente disposicion entrard en vigor a los treinta dias de su
publicacién en el «Boletin Oficial del Estadoxs.

Madrid, 8 de mayo de 1987
ZAPATERO GOMEZ

Excmos. Sres. Ministros de Sanidad y Consumo, de Economia y
Hacienda, de Indusiria y Energia, y de Agncu!tum, Pesca v
Alimentacién.

ANEXO

Preparacion de la muestra para el andlisis.
Escherichia coli.

Salmonella.

Estreptococos fecales.

Clostridios sulfito-reductores.

Pseudomanas aeruginosa,

Ll e

!. PREPARACION DE LA MUESTRA PARA EL ANALISIS

Una vez recibidas las muestras en ¢l laboraterio, deberdn
mantenerse en sitio fresco y oscure, procediendo a su andlisis lo
antes posible. ]

2 Agitar, con objeto de homogeneizar Iz muesirs, un minimo de
veces.

Antes de proceder a 1a aberturs de los envases, desinfectar cf
cutllo y tapén. Si el material es de vidrio s efeciuard a la Hama,
en caso de ser el recipiente de otro material, 1a desinfeccidn sc
realizarid con algodén impregnado en alcohol de 70° 0 una sotucion
de una sal de amonio custernario.

Una vez abierto el recipiente, esterilizar la boca o aberturaala
Uzma, Er caso de que ¢l envase no tenga boca (tetrabrick, bolsa de
material polimérico), flamear te las tijeras u otro instru-
mento que se utilice para abrr el envase.

Fl volumen tomado de la muestrs serdl el pecesario para los
anilisis a realizar. En el caso de que para efectuar los andlisis se
necesite mds de un envase y una vez abierios como se especifica
anteriormente, se mezciard el contenido de los envases necesarios
enunmplentedevﬁmcontaponderoscaoesmenladode
capacidad suficiente, previamente esterilizado.

Agitar nuevamente el recipiente pars su homogeneizacién.

2. ESCHERICHIA COLI

2.1 Dgfiniciones

2.1.1 Coliformes:

Se entiende por coliformes aqueilas bacterias de morfologia
bacilar, Gram negativas, aerobias ¥ anacrobias facultativas,
oxidasa negativas, no e?orégcms, que fermentan la tactosa
con produccién de dcido y de gas a 37°C en un tiempo
méximo de cuarenta ¥y ocho horas.

2.1.2 Escherichia coli;

Se entiende por Escherichia coli aquella bacteria coliforme,
generalmente indol positive, citrato tiva, rojo de metilo

sitiva, que no produce aoeujmc:'carbmol ¥ capaz de
ermentar la lactosa con produccidn de écido y gas entre
37" Cy 44° C rn un tiempo maximo de veinticuatro horas.

2.2 Fundamento

rocedirniento comprende las prucbas previas y de confirma-
cusn e Escherichia coli.

2.3 Material

3.1 Material de uso corriente en el laboratorio.

3.2 Estufa regolable 2 37 £ 1*C.

3.3 Estufa o bafio termorregulables a 44 + 0,5°C.

34 Membranas filtrantes de ésteres de celulosa, de 0, 45 micras
de porosidad, de 47 a 5C mm de didimetro, estériles.

3.5 Eguipo de filtracion por vacio.

3.6 Plecas de Petri de didmetro superior al del filtro de
membrana.

_ 2.4 Medios de cultivo
24.1

Caldo lactosado simpie:
Extracto de carne.......................... 3g
Peptona bacteriologica..................... 58
Lactosd . ... .o e 5g
Agua destilada ... ... ... ... ... ... ... 1.000 mi
Disolver jos componentes por calentamiento, ajustar el pH
y repartir 8 razdn dclOmlportubo tubos irdn
msms de camrnn de fermentacién (ubo Durham).
Jos tubos de la serie que reciban vohimenes de agua de
10 m! deberd prepararse ¢l medio a deble de concentracién
ficando las cantidades de los componentes en el mismo
volumen de agua destilada- y distribuyéndolo a razon de
10 mi por tubo.
Parn los tubos o frascos de la seric que tengan que recibir
volimenes de sgua s 50 ml se utilizard ¢ mismo medio
concentrado, pero distribuyéndolo a razén de 50 ml por
cada uno. r en autoclave a 121*C durante i5
minutos.
El pH final del caldo deberd ser 6,8 ~ 7.
2.42 Medio de cultivo sdlido Eﬁ lactosa, eosina, azul de
metileno (Teague Lévine o EMB):
Pcptona bacterioldgica.. ... SRSTTT {8 B
.................................... B
Fos&to dipotdsico (POJIK) . . .......... .. l% £
Eosina amarillenta...................0..... o o
Azul de metileno........_...... ... 0,065 g
Agua destilada............................. 1.000 ml
Disolver los componentss por calentamiento suave y repar-
tir & rardn de !ﬁaZOmlporlubo
Esterilizar en autoclave a 121° C dumnte quince minutos.
E! pH final del medio deberd ser 7,1.
243 Agar comiin: -
Extracto de camme.......................... lg
Peptona bacterioliogica..................... 58
AT . e it 15 ¢
ABUB ..ot e 1.000 mi
Disolver por calentamiento. el pH a 7. Repariir ¢
medic en tubos de 16 x I&OmmaméndeSaGmmpor
fubo. Esterilizar ¢n autoclave & (21°C durante quince
miuumeaenﬁurlmmbos-ponabn inclinada, hasta

1a solidificacion.
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244

245

246

2.4.7

243

Agua de triptona:

TrptOn& .. .....ooiii i 0 g
Clorure sbédico............................ 5
Agua destilada............................. 1.060 ml

Disolver los componentes en ¢l agua destilada, ajustar ¢l pH
Erepanirarazénde 10 ml por tubo.

sterilizar en e} auoclave a 121° C durante quince minutos.
Fl pH final del medio deberd ser 7,2,

Medio de triptona, glucosa, fosfato (Clark y Lubs)

Triptoma. ..o 0 g
Fosfato dipotdsico (POHK;).............. 5¢
GIUCOSR . .. ov-vvinen e 5g
Agua destilada . ...l 1.000 ml

Disclver los componentes por calentamiento ligero y repar-
tir a razén de 10 mil por tubo.

Esterilizar en autoclave a 121° C durante quinee minutos.
El pH final del medio deberd ser 7,5.

Medio de citrato (Simmons):

Suifato magnésico (SO.Mg7H;0).......... 02g
Fosfato monoaménice [POHEANH]. ... 1g
Fosfato dipotdsico (POHK;)....... . 1g
Citrato sodico........... .- 2g
Cloruro sodico........ .. 5 3
Azul de bromotimol... 1(5}, g g
................................ B
Agua destladg.................. ... eeels 1.000 mi

Di}::lvcr los componentes por calentamiento y distribuir en
tubos.

Esterilizar en autoclave a 121° C durante quince miautos. El
pH final def medio debers ser 6,8. Dejar que el medio
solidifique en posicidén inclinada

Calde lactosado, sales biliares, fosfatos (medio EC, de Hajna
y Perty):

Peptona bacteriolégica..................... 20z
Lactosa.......ooooniiiiiiiiil creves g
Mezcla de sales biliares o sales bihiares

NOMErS J.... ... i iinianiaeenn 1.5 g
Fosfato dipotdsico (POHK ). ............. 4 ?
Fosfato monopotisice (POMK}.......... 15g
Cloruro sédico............... ... vne 58
Agua destilada...................... ... £000 ml

Disolver los componentes por calentamiento y repartir a

razén de 1G ml por tubo.

I[.)os m irdn provistos de campana de fermentacidén {tubo
ur] . .

Esterilizar en autoclave a 121° C durante auince minutos.

El pH final del medio deberd ser 6,9.

Medio de cultivo sglido agar-lactosa-trifenil-tergitol 7
{Chapman TTC modificado):

Sg
Peptona bacteriolégica..................... 10 g
Lactosl. . o e 20g
Extracto de levadura...................... 68
Azul de bromotimol (solucidn al | por 100). . 5m

Disolver los componentes por calentamiento, ajustar ¢l pH
2 7,2 y repartir a razon de 100 ml en matraces o frascos de
150 mi con tapdn de rosca. . i
Esterilizar en autoclave a 121° C durante quince minutos.
En el momento de su empleo, fundir al bafio Maria y afadir
a cada frasco: -

5 ml de una solucién acuosa de clorure o bromuro de 2,3,
$ trifenil-tetrazolio {TTC) al 0,05 por 100, esterilizada en
autoclave a 121° C durante quince minutos. )

5 ml de una solucién acuosa de heptadecil sulfato sodico
{tt:lrglggl 7} al 0,2 por 100. No es necesario esterilizar esta
solucidn. :

Mezclar bien y ir en placas de Petri, dejando solidifi-
car. El espesor de] medio en las placas debe ser, como
minimo, ée 5 mm.
Las placas asi preparadas pueden conservarse a 4 + 2°C
durante ocho dias.

2.49 Reactivos.
2491 Reactivo de Kovacs-indol:

Paradimetilaminobenzaldehido . .. 5g
Aleohol amilico................., 75 ml
Acido clorhidnco ¢oncentrado .. .. 25 mt

Disolver el aldehide en el alcohol calentando a
bafio Maria a 60° C. Después de frio, adadir gota
a gota el dcido. ]
Conservar 2 4 = 2° en frasco topacio.

2492 Rojo de metilo:

Disclver 0,5 %de rojo de metilo en 100 mi de
ctanol de 60" C.

2453 Resctivo pars el acetil-metil-carbinol {Voges-Pros-
kauer, modificado):

a) Disolver 5 g de alfa-naftol en 100 mi de etanol
de 60°C

b) Dilsolver 40 g de hidroxido potdsico en 100
ml de agua destilada.

Conservar 2) y b) en frascos ¢l primero
deellosen neveraa 4 = 2°

2494 Reactivo Kovacs-citrocromo-oxidasa.
Solucién acuosa el 1 por 10G de clorhidrate de
endiaming )

tetrametit parafenil

Este reactivo debe ser incoloro y debe conservarse
enpéﬁ-a;ceo d;n color topecio oscuro, cerrado con
tapén de vidrio esm o g:lrdadoennevcm.
Eltizem deduraciénesdz g sermanas 2 4
* 2 :

2.5 Procedimiento

Se describen tres métodos de anilisis de los cuales ¢l método 1
serd el procedimiento oficial obligatorio en casos de litigio.

2.5.1 Méwdo It
2511 Prueba previa

Es un procedimiento de criba en el que una
reaccién negativa excluye ia presencia del grupo
coliforme y una reaccion positiva indica su posible
presencia

2.5.1.1.1 Técnica.

Drisponer en gradilla una serie de tubos
¥, en su caso, frascos con caldo kacto-
sado (2.4.1) simple y doble concentrado,
segan la ta que se haya elegido.
Mediante pipetas estériles, sembrar los.
tubos de 12 serie tomando los voléme-
nes del agua, ya homogeneizada, que se
indican en la tabla.
Los vohimepes de 10 m! y de 50 ml de
agua deberdn sembrarse en fubos o
frascos conteniendo medio 2 doble con-
‘l:-lcnmlén" , bo brados
omogeneizar los tubos seml .
Incubar & 37 + 1° C durantc veinticua-
tro = dos horas y en su caso, hasta
cuarenta ¥ ocho + tres horas.

2.5.1.1.2 Lectura ¢ interpretacion,

Se consideran tubos positivos aguetlos
en los que se observa enturbiamiento y
aparicion de gas en la campana de
fermentacién, Independientemente de
T Brodupcion de bi¢a
uccidn de gas s¢ pone lam

de manifiesto por €l desprendimiento
de pequeilas burbujas gue atraviesan el
medio al agitar suavemente ¢l tubo,
La ausencia de gas &l cabe de cuarenta
y ocho L tres horas se considera como
prueba negativa,

2.5.1.1.1 Prucha de confirmacién de coliformes
- totales.
Es un procedimiento mediante <l cus'

una reaccion negativa excluye 1a prese:
cig del grupo coliforme mientras qu
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una reaccion positiva indica su presen- gcsenqia de ésie s¢ manifiesta por la
cia inequivoca. rmacién ripida de un color rosa a rojo
Deben someterse & csta prucba todos los purpura, en la capa superior del alcohol
tubos que hayan resultado positivos en ammilico. Si 1a reaccidn es negativa, repe-
E, ;;m presuntiva. tirla ¢n los cultivos de 48 horas.

1 los tubos en los que Ia positividad se . .
maniﬁcstaalasvei:?ﬁeuat?:ﬁom noes 2.5.1.2.2. Prueba del rojo de metilo (M) y del
necesario continuar la incubacién, accul-metil-casbinol (V) en medic de
pudicnds iniciarse entonces con elios la Clark y Lubs.
prucba de confirmacion. Un asa de un cultive de 24 horas con las

.. caracleristicas” precedentes se siembra
2.5.1.1.4 Determinacién. en ¢l medio de Clark y Lubs (2.4.5),
Tomar tantos tubos de agar-eosina-azul incubande a” 37 + 1°C durante 24
de metileno (2.4.2) como tubos positi- bhoras. . .
vOs5 EEUNLiVOS, Lz_ctul‘a c lplcrprchaCién de la pﬂ.leba
Fundir totalmente ¢l medio colocando rojo de metilo (M).
105 tubos en bafio Maria, Tomar 2 mi del cultive depositéndolo
Verter ¢l medio contenido en cada tubo €n un tubo limpio, afiadirle una o dos
en sendas placas de Petri de 10 cm de gotas del indicador rojo de metilo
diametro. (2.4.9.2). 8i ¢l medio adquiere un color
Dejar solidificar. 10j6, 12 prueba es positiva. Serd nﬁaﬁva
Homogeneizar cada uno de los tubos de si ¢l medio 1oma un color illento.
 caldo O presuntive positivo, Lectura ¢ interpretacion de la formacion
Resembrar con asa en superficie y por de acetil-metil-carbinol (V).
agotamicnto sobre el medio solidificado A 1 ml de culiive le 0,6 ml de
ent la piaca de Petri. reactivo aifa-paflol y 0,2 ml de hidro-
Incubar a 37 1 1* C Ias placas inverti- xido potdsico al 40 por 100 (2.4.9.3).
das duranse veinticuatro + dos horas. Agitar enérgicamente y dejar 10 minu-
Sobre este medio las bacterias fermenta- los en estufa 2 37 £ I°C.
doras de la lactosa dan colonias caracte- El acetil-metil-carbinol se manifiesia
risticas opacas y pigmentadas en rosa, por ¢l color rosa-rojo que adquiere todo
az;lﬂti: violeta oscuro con o sin reflejo el medio 0 18 superficie del mismo.
m; . S .
Las mﬁ%m distintas de las descritas 2.5.1.2,3. Lhilizacion del citrato (C) en ¢l medio
oorrcs%ongem bacterias no fermenta- de Simons. (2.4.6).
doras de osa i Con ¢l fin de evitar reacciones positivas
De cada placa seleccionar una colonia falsas por el aporie de sustanciaﬁuu-iti—
de cada uno de los diferentes aspectos vas con el indculo, s¢ procederd como
descritos como caracteristicos y resem- sigue: Con asa de platino tomar de la
brar mediante hilo o ssa de platino superficie dei cultive en agar nuiritivo
sobrupnagar_ ;umu?o inclinado (2.4.3). A deﬁazli horas, ¢on las caracteristicas va
continuacidn, y sin , Pesem seiialadas, evitando un exceso de masa
un tubo de caldo laciosado, Incubar micrebiana y muy especialme
ambos medio a 37 + 1°C durante del agar. y o e yestos
yoiulvuairy 4+ Jdus hesaa Isooular uma setric en o] centro de la
superficie inclinada de! medie, incu-
2.5.1.1.5 Prucha de la oxidasa. bando a 37 £ 1°C durante 48 horas + 2

2512

5i la colonia aislada fermenta ia lactosa,
con produccién de gas se toma una
porcicr del cultivo crecido sobre ] agar
nuiritivo para investigar la ausencia de

0
Parn elln_mediante sga o hilo de platino
o pipeta Pasteur (no utiizar material
que contenga hierro), itar aquélla
sobre un trezo de papel de filtro poroso
impregnado con dos o tres gotas de
reactivo de Kovacs-oxidasa (2.4.9.4).

La presencia de oxidasa se manifiesta
por Ia aparicidn inmediata (entre 5-10
segundos) de una coloracidn violeta o

pardo violeta,
Al principio ka coloracién es rosa-roja oscura y
luego, a los 60 scgundos aproxi ente, se

vuelve negra,
Toda reaccidn tardia debe tomarse como negativa.
14 ausencia de coloracidn indica reaccidn negativa
oxidasa negativa).

nfirmada la ausencia de oxidasa, proceder a
realizar las prucbas IMVIC, que confirman la
identidad de Escherichia coli.
Identificacién de Escherichia coli.

A partir del cultivo de 24 horas en agar nutritivo

indicado, sembrar la bateria las cbas
IMVIC, s P

2.5, I_.Z_.l Formacién de indo! {I}.

Sembrar en aq.m de triptona (2.44), ¢
incubar a 37 % 1°C dumnte 24-48
horas.

Sobre el cultivo depositar 1 ml del
reactivo de Kovac-indol (2.4.9.1). La

horas, observando los cultivos cada dia.
8i no cambia ¢l color verde oscuro gel
medio, ¢ citrato no es utilizado; si
adquiere un color azul ultramar, ¢l
citrato es asumilado.
Para concluir que la reaccién es nega-
tive-deberd coperaree -hagragl-final.det
odo de incubacidn.
cultivos con las caracteristicas pre-
suntivas scfaladas en 2.5.1.1 y ademds
I.b{ilC ++ —, 3¢ consideran Escherichia
coli.
Existen cepas indol tivas, por io
que un resultado IM%~ +— tam-
bién se considera como Escherichia coli.

252 Método 2

25.2.1

2522

Prueba previa.
{Como en 2.5.1.1),

Prucha confirmativa,

A partir de los tubos positivos de lz prueba
presuntiva previz agitacion de los mismos, tomar
de cada uno un asa {lena y resembrarla en un wbo
del medio EC de Hanjra y Perry (2.4.7), otra asa
se resembrard ea un tubo-ge agus de triptona para
indol (2.4.4). Incubar ambos medios en bafo
termorregulado o estufa a 44 + 0,5°C durante
24 % 2 horas.

1.a presencia de gas en la campana det medio EC
y de indol en ¢l agua de triptona (reactivo 2.4.9.1)
confirman la presencia de Escherichia coli.

2.5.3 Méwdo 3

Membrana filirante. .
Los clementos del sistema de filtracién que vayan a entrar
en contacto con el agua a analizar deben estar estériles.
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Colocar un filtro de membrana estérit sobre el soporte de
filtracién, utilizando lg:.uza.s estériles,
Adaptar ¢l embudo. Filtrar {00 m! de la muestra de agua,
reviamentc homogencizada, efectuando ¢l vacio necesario.
var con unos 30 ml de de ditucién estéril. Retirar el
embudo. Mediante las pinzas csterilizadas transferir la
membrana filirante sobre el medie de cultivo (2.4.8) conte-
nido en una placa de Petri, de modo que la superficie de
filtracidn quede hacia amiba
Cerrar ¢ invertir la e incubar a 44 % 0,5°C durante
24 + 2 horas. Las colonias illas o amarillas con centro
anﬁramado y halo amaritio se consideran como Escherichia
coli.

3 SALMONELLA
3.1 Definicion

Se entiende por Saimonells aquellas bacieriag de morfologia

bacilar, gram negativas, asrobiag
negativas, fermentadoras de la

urcasa ¥ triptofanodesaminasa
positivas, Diferentes caracteristicas

anaerchias facultativas, oxidasa
ucosd ¥y no de la lactosa, indol,
tivas y lisinadescarboxilasa
ioquimicas y serologicas per-

miten la diferenciacién de diversas especies.

3.2 Fundamento
Determinacién de la eglf::enm o gusencia de ¢stas bacterfas en
100 m) de agua, en m de cultivo especificos por diferentes
métodos.
3.} Material
331 Material de uso corriente ¢n el laboratorio.
3.3.2 Estufa regulable a 37 &+ 1'C.
3.4 Medios de cuitivo

341 Caldo nutritivo:
EXtracto de CAMME......c..ooviveernrirainnns isg
Peptona bacteriolégica .. . 10 g
Cloruro sddico.............covevnnnn 58
Agua destilada..................... .. 1.000 ml
Disolver los componentes con un ligere calentamiento.
Ajustar ¢l pH a 7,2 - 7,5. Repartir ¢l medio en los recipien-
tes adecuados.
Esterilizar & 121°C durante 15 minutos.
La formula indicada corresponde & la conceniracién nor-
mal; se puede preparar ¢l medio a doble concentracién.

342 Caldo selenito:
Peptons bacterioldgica..................... 5g
LACIOSA . ..o\ ovit et aast et innrnns 4g
Fosfato disddico (PO4HNa,12H0)........ 10 g
Selenito monosédico (SeC3HNaj).......... 45
Agua destifada...................coiiis 1.000 ml
Disolver los tres primeros ingredienies en agua llevindola
hasta ¢l punto cbullicion. Dejar enfriar y afiadir el
selenito. Ajustar el pH a 7,0. Repartir en tubos de 20 x 200
mm a razén de 20 mi por tubo o 100 ml en matraces de SO0
ml de capacidad. Esterilizar al bafic maria a una tempemn-
tura d¢ 80 £ 5°C durante ung hora y media.

343 Caldo tetrationato (Miller-Kauffinan).

Medio base:

Extracto de CaIme.........coveeeevvrrenrens 5z
Peplons bacterioldgica. . .......ovocvivvnnns 10g
Cloruro s6dico........ccovvvnirriinirnnns g
Carbonato cilcico {(CO3CA) ... v ovuenrne. 45 g
Agua destilada..........ooieiiiii e 1.000 mi

Ajus%elpﬂdcformaquedupuéodelaestcﬂﬁudén
sea 7,0,
Esterilizar quince ‘minutos & 121° C,

Solucién de tiosulfato sddico:

Disolver ¢l tiosulfato sédico en un poco de agua. Completar
el lvzcilugmn final. Esterilizar 1a solucién gquince minutos
a *C.

Soluci6n de iodo:

(7« s S 208
Iodure potdsico {(IK)...................... 25 g
Agua destifada................ e, 100 mi

344

3.4.5

348

347

Disolver el ioduro potdsico ¢n un
iodo. Completar el volumen final.
un recipiente opaco y bien cerrado.

Solucién de verde brillante:

o de agua y afiadir e
mservar la solucién en

............................. 103'5mf

Afadir el verde brillante al agua. Mantener la solucién un
dia en oscuridad para que se produzca la autoesterilizacién,

Solucidn de bilis de buey:

Disolver ia bilis en agua por ebullicién. Esterilizar quince
miautos a 121*C.

Medio completo:

Medio base..................oo.ollll. 500 mi
Solucién de tiosulfato sédico (S;03Naj)... 100 mi
Solucién de iodo..........oovii il 20 ml
Solucién de verde brillante................ 2 mi
Sclucién de bilis de buey.................. 50 mi
Afadir gl medio base, icamente, los demas ingredien-
tes en ¢l onden expuesto. El medio completo se disuibaxd/e a
razén de 20 ml en tubos estériles de 20 x 200 mm o 100 ml

en matraces estériles de 500 m! de capacidad. Conservado
a4 £ 2°C en oscuridad, puede utilizarse durante los siete
dias siguientes 2 su preparacidn.

Agar verde brillante rojo fenok

Peptona bacteriolégica................... g
Extracto de levadura.................... g
Lactoss . ...ovriviiriii s e riaanees 10g
SacATOSR......c0vi i 10 g
Cloruro sédico (CINa).................. Sg
Rojo fenol................oiin o, 0.082
Verde brillante ........cocooviiiineiaant 00125 g
ABAE ..ot e i2ailg
Agua destilada.......................... 1.000 ml

Disolver por calentamienta. Ajustar ¢l pH a 7. No necesita
sutoclave. Dejar enfriar hasta 50°C y rapartir en placas
hasta solidificacion.

Agar Salmonella-Shigella:

Peptona bacteriolégica................... 10 g
Extracto de carme..................ueevs 5g
Lactosl. ..o eeiiiineninniinasnenanans 10 g

Sales biliares...............oo 6 !
Citrato sédico........................c0s 8yg
Citrato de hierro amoniacal............. 1 ?
Tiosulfato sédico (S;03Naz}............. 8,

Rojo DEUMOG..........ocoiivnniiiianannss 0,02
Verde brillamte........................0, 6,00033 g
ABAT ...t i 2g
Agua destilada... ...l 1.000 ml
Disolver por calor la peptona ¥ el extracto de came. Aftadir
los otros dientes. Llevar a ebullicidn agitando hasta su

completa disolucién. No estenilizar en autoclave. Repartir
en p

Agar bismuto-sulfito;

Peptona bacteriolégica.....................
Extracto de carne ._...............ccocvuenn
I T
Fosfato disédico (PO,HNay)
Sulfato ferroso (SO4Fe

..................................

Disolver los componentes por calentamiento y llevar a
ebulticién hasta disolucién completa.

Dejar enfriar & unos 50° C y repartir en placas.
Medio de Kliger:

Peptona bacterioldgicR........covevvnnnnn..
Extracto de came.............ccovviienenns
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3459

3.4.10

34

3412

Sulfato ferroso amoniacal (SO4)2Fe(NH):

6HIO . e e 05¢g
Ticfulfato sédico (S20:Na)............... 0.5
Rojo femol............ ...l l2,02 B
....................................... B
Agua destilada..............0coeeieeel . 1000 ml

Disolver los componentes en agua por ebullicion. Ajustar el
pH a 7.4. Repartir €1 medio €n tubos de 16 x 160 mm a
razén de 5 a 6 ml por tubo. Esterilizar en autoclave a 121° C
durante quince minutos, Dejar enfriar los tubos en posicién
inclinada hasta la solidificacidn.

Agar comun:

Extracto de carne ...............oovvvnnn 3g

Peptona bacterioldgica..................... ]g g
...................................... g

Agua destilada. ... .......................L 1.000 ml

Disolver los componentes por calentamiento. Ajustar el pH

a’

Rapartir el medio en tubos de 16 x 160 mm a razdn de §
a 6 ml por tubo. Esterilizar en autoclave a 121° C durante
quince minutos, Dejar enfriar Jos tubos en posicién incli-
nada, hasta la solidaficacion.

Medio de Ferguson-Stuar:

L-Toptéfano.....cooviiinnianvnn e, 0438
Fosfato monopotdsico (POHK).......... 01 g
Fosfato dipotdsico (POsHK:).............. 0tig
Cloruro sddico............ooverieieinnsn. 058
LD - R 2B
Etanol de 95“ .......................ooele. 2 ml
Rojofenol al I por 100................... 0,25 ml
Agua destilada........... ... 100

Después de disolucion se esteriliza por filtracién. Se con-
serva en tubos indefinidamente cuando se mantiene conge-
lado. En el momento de utilizar, descongelar, agitar y
dlitgibuir en tubos estériles de hemolisis a razon de | ml por
tubo.

Medic para la descarboxilacién de la lisina
(Taylor):

Extracto de levadura...................... s

GIUCOSE .. ..ottt e lg

Solucién de bromocresol piirpura:

1,6 g por 100 mi de etanol de 96°......... 1 ml
destilada, .............o0iiiiiiniins 1.000 mi

Llisina (monoclorhidrato}................. 5g

Di(fcélver los componentes por calentamiento. Ajustar ¢l pH
a b,

Distribuir a razén de 2 ml por tubo. _
Esterilizar a vapor fluente en autoclave durante veinie
minutos.

Medio de Lowe:
= Solucién tampon:

Fosfato disddice (BOﬂNazlzl-!iEO} ........ 2012 g
Fosfato monopotasico (POMHK).......... 0,143 g
Agua destilada.................. 100 mj
- Sohuién de ONPG:

O-nitrofeni! beta D-galactopiranéside. __ ... 0,6
Soluciéon t8mMpPOD ... .. vvoiriieiiienns 100 m
Esterilizar por filtracion:

= Preparar agua de peptona al 1 por 100 .. 300 mil

Medio completo:

Una parte de solucién de ONPG,

Tres partes de agua de peptona al | por 100

Repartir en tubos de 16 x 160 mm y congie]alj, En el
momenio de utilizar, descongelar, agitar y distribuir en
wbos estériles de hemolisis 2 razém de 1 ml por tubo.

Otros:

1.4.12.1 Reactivo de Kovacs-indol (como en 2.4.9.1) {para
¢l ensayo de indol).

3.4.12.2 Reactivo de triptdfano-desaminasa.
Sg}}ucién acuosa de percloruro de hierro al 10 por

. 100.
3.4.12.3 Reactivo de Kovacs-oxidasa.

{Como en 2.4.9.4).

asl

352

353

354

3.4,12.4 Antisueros especificos:

= Sueros Anti O, monovalentes y polivalentes.
- Sueros Anti VL

3.5 Procedimiento

Preenriquecimicnto.

Scmbrar 100 ml de la muestra de en 1.000 ml de caldo
nutritivo (3.4.1) 0 en 100 ml de caldo a dobte concentracion,
Incubar a 37 + 2°C durante dieciséis a veinte horas como
méximo. -

Enriquecimiznto.

Utilizar simultineamente caldo selenito (3.4.2) y caldo
tetrationato (3.4.3).

Sembrar 2 m! a partir de} caldo de preenriquecimiento en
dos tubos con 20 ml de los medios de enriguecimicento, o
bien, 10 ml del caldo de preenriguecimiento ¢n matraces
conteniendo 100 m} de medio de enriquecimiento.
Incubar a 37 * 1* C, durante cuarenta y ocho T dos horas.

Adslamienio.

A las veinticuatro y cuarenta y ochg horas de incubacion de
los medios de enriquecimiento, efectuar siembras con asa de
platino sobre la superficie de placas de r verde brillante
rojo fenols (3.4.4), «Agar Salmonella cllaw (3.45) y
Agar bismuto-sulfito (3.4.6).

llll'u.:ubm' 2 37 * 1* C durante veinticuatro-cuarenta y ocho

oras.

Efectuar ia lectura de placas a las veinticuatro y cuarenta y
ocho horas. Se consideran como colonias sospechosas:

Agar verde briliante rojo fenol: Colonias rojas con halo rojo.
Agar Salmonella Shigella: Colonias incoloras y transparen-
165 CON CEntro negro. )
Agar bismuto-sulfito: Colonias negras con refiejo metalico,
flegras, martdn o verdes, .

De caldo selenito no se deberd sembrar en ¢l medio de agar
bismuto-sulfito.

1dentificacidn.

Elegir 5 6 6 colonias sospechosas de cada uno de los medias
de aislamiento y sembrar sobse sendos tubos con medio de
Kligler (3.4.7) en picadura y por superficie.

Incubar 24 X 2 horas & 37 £ 1° C y efectuar la lectura.

A partir de los medios de Kligler que den lactosa negativa
(bisel rojo) y glucosa positiva (fondo amarillo), con o sin
produccidon de gas, con o sin produccion de sulfhidrico
(color negro), sembrar con asa de platine para realizar las
sigujentes pruebas:

3.54.1 Siembra en agar comun (3.4.8).

Para 1a investigncién de la citocromo-oxidasa y
reacciones scrologicas.

Investigacién de la P-galactosidasa:

Por medio de discos impregnados de ortonitrofenil

beta-D-galacto piranésido éO.N.P.G.) 0 por siem-

bra en el medio de Lowe (3.4.11).

La reaccidn positiva se traduce por una coloracién
y la negativa por ausencia de color.

_I:(\irelsﬁmién de la ureasa, triptéfano desaminasa ¢
indol.

Siembra en €] medio de Ferguson-Stuar (3.4.9).
La presencia de ureasa s¢ manifiesta por la apari-
cidn de un color parpura. A coptinuacién el
cultivo se distribuye en dos tubos. En uno de ellos,
la produccién de indol 3¢ manifiesta afiadiendo
unas gotes de reactive de Kovacs-Indol (2.4.9.1);
en ¢aso pasitive aparcce un anillo rojo cereza.
En ¢l otro, la triptéfano desaminasa se manifiesta
afiadiendo unas gotas de reactivo de T.D.A
(3.4.12.2). La aparicién de un ¢olor marrén rojizo
indica la positividad de esta prucba.

Investigacion de ladescarboxilacién de la lisina.

Siembra en medic de Taylor (3.4.10).

Afiadir, una vez cfectuada la siembrz, 1 ml de
aceite de parafina estéril para obtener una anaero-
biosis relativa.

3542

3543

3544
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La reaccién es positiva cuando ¢l medio vira al
amarille por acidificacién y s¢ produce una {:oslc-
rior alcalinizacién con cambio o reviraje de
cador a color vicleta pirpura.

La lectura de cstas pruebas bioquimicas se realiza
después de un periodo de incubacion de 24 + 2
horasa 377C £ 1°C,

3.8 [Interpretacidon de resultados

Reacciones bioquimicas de Salmonella:

Fermentacién de la glucosa: positiva, con gas, salve algunas
excepciones.
filizacidén de la lactosa: negd.r
Produccidn de suifuro de ogeno: positive, salvo alguna

lﬁmén de ureasa: negativa.

Reaccidn de indol: negativa

Reaccién de triptéfano desaminasa: negativa,
Reaccién de beta sidasa: negativa,
Descarboxilacién de la lisina; tiva.
Reaccidn de la citocromo-o! . negativa.

3.7 Identificacidn seroidgica

mw aquelles cepas autoglutinables por no ser posible su

serotipado

Realizar a partir del cultivo en agar comin y sobre

os, emulsiones hasta obtcoer suspensioncy

homogéneas.
Determinar la aglutinacidn frente al antisuero O v Vi y en caso

de positividad enviar la cepa aislada a un Centro de Referencia

para su confirmacion.

133!’

4. ESTREFTOCOCOS PECALES

4.t Definicion

Son aguellas bacterias cocdceas Gram positivas, aercbias o
anacrobias facultativas, catalasa ue%nuvas. que fermentan la glu-
cosa con produccién de 4cido 8 37° C en un tiempo miximo de 48

SI“‘“" comprende las especies Streptococus faecalis, S.
faecmm, durans, S. bobis y S. equinus, todas ellas comprendidas
en el gropo serolégico D de Lancefield.

4.2 Méode de los tubos milltiples (N.M.P. mimero mds probable}

Este métedo podrd utilizarse pars cualquier tipo de agua y serd
el procedimiento oficial obligatorio en casos de Eg

4.2.1 Fundamento.

Determinacién del némero de estreptococos mediante siem-

" “bra de disiinios vVoliiméngs del"agua a analizar en series de
tubos conteniendo medio dz cultive liguido glucosado con
:ﬁentes inhibidores selectivos e incubacién & temperatura

E] procedimiento comprende las pruebas: presun-
tiva y de confirmacién de estreptococos fecales.

Material

Pipelas graduadas en mi y divididas en 1/10, estériles.
Estufa regulada a 37°C £ I"C.

422

423 Medios de cultivo,
4231 Preparacidn del! medio glucosa-fosfatos-azida
{Rothe), simple:
Pcptom bacteriolégica . ........... 2(5} B
.......................... g
glorf;m_dlmw""(ﬁd‘ﬁk ....... 3 'P
osfato dipotdsico (POHK))..... g8
Fosfato li*gamt:::J.-:npc»ti.satbo {POH:K). %; 3
Asxndennadiﬁ'.'.'.'.ll'.'.'.l'.iii'.llﬁl 1,000 ml
Disolver los componen calentamiento, ajus-
tarelpHyrcpamrlmfwde 10 ml por tube.

Para los tubos de la serie que reciban volimenes
de agua de 10 ml deberd €l medio a
doble concentracién du; las cantidades de
los componentes ¢n ¢l mismo volumen de agua
de;glada y distribuyendo & razdn de 10 ml por

Phra!osmboso&amdehm?uetc que
recibir volimenes de agua de 50 ml se uti

mismo medio concentrado, pero distribuyéndolo a
razén de 50 ml por cada upo.
Esterilizar en autoclave a 121° C durante 15 minu-

10s.
El pH final del medio deberd ser 6,8-7.

4.2.3.2 Pre cién del medio de cultivo glucosa-fosfatos-
~ctijvioleta {(Litsky)

Peptona bacteriolégica.......... .. 208
BCOBM . .o ovrevirn e, 5

Cloruro sédico................... 5 _?

Fosfato dipotdsico (PO,HK3)..... 27 g

Fosfato monopotasico (POH:K). 278

Azida sédica..................... 028

Solucién acuosa de etil-violeta al

0,01 por 100 (B/V)............... 5 ml

Agua destilada.................... 1.000 ml

Disolver los componentes, menos e etil-violeta,
por calor suave, ajustar ¢l pH, atladir el etil-vigleta
distribuir 4 razdn de 1 mlsor
sterilizar en autoclave a 121*

{01

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

Para ambos medios se recomienda utilizar tubos
con tapdn de rosca para su cierre hermético. No se
utilizard algodén ya que debe evitarse la evapora-
cidn del medio durante e} almacenamiento.

4.2.4 Procedimiento.

4241 Prucbha previa,

D1 71T €N una una seric de tubos con
io de Rothe, segunlatabladeNMP que s¢

haya clegido,
Mediante pipeias estériles, sembrar los tubos de ia
o los voliimenes del agua, ya homoge-

te 15 minu-

seTie toman:
neizada, que se indican en la tabla.
Homogencizar los tubos sembrados.

Incubar a 37 £ 1° C durante 48 + 3 horas,

Se consideran tubos positivos aquelios que presen-
tan enturbiamiento y/o sedimento.

Prueba de confirmacién.
Todae loe tubos positivos de la prueba presuntiva
s¢ someterdin & I prucha de conﬁrmacu‘bn.
De cada tubo positivo presuntivo homogeneizar sg
contenido g transferir tres asas al tube con medio
de Litsky. Si el sedimento es escaso o insuficiente,
es imprescindible ¢liminar previamente a la homo-
&gnemclén el liguido sobrenadants.

ambién p%mmqmmmeme Pel seci-
mento por ca m e asteur.
Ingubar los. subos resemnbrados 2. gll‘ t1C ..
Si 8 las 24 horas no se observa ni coturbiamiento
ni sedimento violeta, prolongar la incubacién
hasta 48 1 3 homas.

Lectura vy expresidn de resultados.

Se considerardn tubos positivos agquetlos que pre-
scnlten enturbiamiente y/o scdimento de color
violeta.

Se calculard por tabulacidn ¢l nimero més proba-
ble (N.M.P.) de estreptococos fecales referidos a
100 mi de agua.

4242

4243

43 Métode del filtro de membrana (método alternativa)

4.3.1 Fundamento.

Determinacién del numero de estreptococos fecales
mediante filtraciéa de volimes determinados del agua a
analizar por filtros de membrana e incubacién sobre medio
de cultivo selectivo a temperatura adecuada,

432 Material.
Membranas filtrantes de &steres de celulosa, de 0,45 micras
de porosidad, de 47 a3 50 mm de didmetro, csl.énles.

Pinzas flameables de estremos planos.

Equipos de filtracién por vacio.

Pla.cas d.e Petri de didmetro superior al del filtro de
memb

Estufa rcgulada alntti*c
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4.3.3 Medio de cultivo. Atemperar hasta unos 70° C y afadin;
cién del medio de cultive agar-giucosa-fosfato- | Soluciéin de ciwraie de bierro amoniacal ... ... 0,5 mi

azida-trifeniltetrazolic {Slanetz):

Peptona bacteriologica..................... 208
Extracto de levadura........ e Sg
GIICOSA .. ... 2
Fosfato dipotisice (POHK,).............. 4 4;
Azida sédica (N,Na). 0,

2, 3, 5, trifeniltetrazolio clorure (TTC). ... 2 i

Disolver los componentes por calentamiente hasta punto de
e}aulll;ciég,zdejar enfriar 8 50° C aproximadamente y ajustar
el pHa 7.2 .
Homeoegeneizar v repartir en placas de Petri dejando solidifi-
ca

T,
El ejspesor del medio en las placas debe ser comio minimo
¢ 5 mm.
Las placas asi preparadas pueden conservarse a 4 + 2°C
durante 3 a 4 semanas.

434 Procedimiento.

Seguir la misma técnica descrita en {3.3.4.1.1) parz colifor-
mes totales ¢ incubar a 37 £+ 1° C durante 48 + 3 horas.

4.3.5 Lectura & interpretacion.

Contar las colonias desarrolladas que tengan color rojo
ladrillo, violeta o rosa. ]

Las celonias que no presenten esta coloracién no se fienen
en cuenta por no cofresponder & estreptococos fecales.
Pucde estimarse que ¢f nimere de estreptococos fecales
presentes en 100 mi corresponde al mimero de colonias
desarrolladas con las caracteristicas descritas.

5. CLOSTRIDIOS SULFITO REDUCTORES
5.1 Definicion

Son aguellas bacterias de morfologia bacilar, Gram positivas,
anaerobias estrictas, capaces de formar esporas y con actividad
sulfito reductora,

5.2 Fundamento

Se base en contar e} mimero de colonias de bacterias esporula-
das y con capacidad sulfite reductora, desarrolladas en medio de
cultivo s6lido glucosado conteniendo sulfito sodico y una sal de
hierro.

5.3 Material

5.3.1 Marterial de uso corriente en el laboratorio.

5.32 Estufa reguladaa 37C + 1°C.

5.33 Bafo termoregulable a 30°C £ 1°C.

534 Medio de cultivo.

a) Preparacién del medio agar-glucosa-sulfito-hierro (Wil-

son Blair):
Peptonta bacteriolégica .. .............. 10g
Extracto de came . .. .................. ig
Clorure sédico........................ 5¢g
GIUCOSA .. oo et %8 g
ABAT . £
Agua destilada........................ 1.000 mi

Disolver los componentes por calentamiento hasta el
punto de cbullicién y disolucién total del agar, evi-
tando la formacién de espuma.

Ajustar ¢l pH a 7,6. )
Repartir a razén de 20 m! por tubo de capacidad
minima de 50 ml .
Esterilizar en autoclave a 121° C durante 15 minutos.

b Solucién acalgsn de sulfito de sodio {3O,Na,;.10H,;0)
al 10 100.
Esterilizar al bafio maria durante 10 minutos.
Esta solucién debe utilizarse recientemente preparada.
¢} Solucién acuosa de citrato de hierro amoniacal al 5 poz
i Preparar asépticamente, sin esterilizar por el
calor.

5.4 Procedimiento

Colocar cinco mbos del medio de cultive base, ¢n baiio marie
hasta fusién total del agar.

Solucién de suifito sédico .. ...................... 1 ml

Después de la adiciéon de los reactivos, mezclar suavemente
para_evitar la incorporacidn de aire en el medio.

Con ¢l objeto de destruir Ins formas vegetativas, calentar la
muestra de agua ¢n bado term o a 80°C, durante $
minutos dejando enfriar a conatinuacion hasta 60° C aproximada-
mente.

Sembrar cada tubo de medio preparado como se ha irdicado
con 20 ml de agua a 60°C.

Mezclar y enfriar rdpidamente.

Incubar & 37  1* C durante 48 1 3 homs,

5.5 Lectura y expresidn de resultados

Las colonias de Clostridium sulfito reductores aparecerén de

Solor ]:ﬁegro debido a ia formacién de sulfuro ferroso por reduccién
e sulfito.

Transcwridas cuarenta ¥ ocho horas, contar el nimero de
colonias negras desarrolladas en [a totatidad de Ia columna de agar,
sin tener en cuentas las puntiformes.

El resultado se expresard como nimero de esporos de clostri-
dios sulfite reductores en 100 ml,

Con objeto de evitar la dificultad de recuento que puede
producirse al confluir las colonias desarrolladas, se efectuard una
pomers lectura & ias veinticuatro hosas y si por esie motivo no es
posible #] recuento a las cuarenta y ocho horas, se dard la lectura
de las veinticuatro horas como resultado aproximadeo.

6. PSEUDOMONAS AERUGINOSA

6.1 Definicion

Son aquellas bacterias de morfologia bacilar, Gram negativas,
aerobias estrictas, oxidasa positivas, méviles por un flagelo polar.
Producen un pigmento flucrescente, soluble en ;}ua l& pioverdina,
¥ la piocianina soluble en agua y cloroformo. No forman eSporos
ni céApsulas. Son capaces de crecer a 42°C pero no a 4° (.

6.2 Método de preenriguecimiento en caldo lactosado

6.2.1 Fundamento.
Determinacidn de la prsencia o ausencia de Pseudomonas
inosa en 100 ml de agua problema, utilizando un
medio de enriquecimiento previo a los de aisiamiento ¢
identificacion.
6.2.2 Material.
Eswfas de cultivo reguladas a 37 y 42 £ 1°C,
Material de uso comente en el laboratorio.
Lampara de luz uliravioleta de longitud de onda corta
(aproximandamente 254 nm).
6.2.3 Medios de cultivo,
6.2.3.1 Medio csido lactosado con magnesio.
Extracto de camme......._......... 6
Peptona bacteriologica............ 108
]S.ai:ft:sa ........ oo BOMGTHLO) 1? 2
ulfato mnfneswo . K
Agoa destilada........ A = mi
Disolver los componentes por calentamiento.
Ajustar el pH a 6,8-7 y repartir en frascos a razon
de 100 ml cada uno.
Esterilizar en autoclave a 121* C durante quince
minutos.
6.2.3.2 Medio agar centrimida.
lc’:leptona bactcriplég%g Mg 2? 43
Grura ico (ClMg)....... A E
Sulfato’ potasico (SOR.)° . " 10'g
Bromuro N-acstil NN“N2 trimetila-
TODIO . . ... 05 g
S 14 g
Agua destilada.................... 1.000 mi

Disolver los componentes por calentamiento.
Anadir 10 m! de glicerol, llevar a ebullicién.
Ajustar ] pH a 7 y repartir en tubos de ensayo a
razon de 15-20 mi.

Esterilizar en autoclave a 121° C durante quince
minutos.
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6.2.4

6.2.5

6.2.3.3 Medio agar nuttitivo.

Peptona bacterioligica ... ......... 5g
Extracto de carme. ................ ig
Agar... ... S 158
Agus destilada....... ........ ... 1.000 ml

Disolver los componentes por calentamiento hasta
punte de ebullicién y disolucién total del agar,
evitands la formacién de espuma.

Ajustar e} pH y repartir a razén de 15a 20 mi en
tubos de ensayo.

Esterilizar en autoclave a 121° C durante 15 minu-

10s.
El pH final del medio debe ser 6,9-7,1.

6.2.3.4 Medio sdlido King A.
Peptona bacteriolégica. ... . 23 B
.......................... 10 g
Sulflto ponism anhidro {SO.X 10 4;
Clomro magnésicoanhidro (Cly {4z
Agar. . ... 15 g
Agus destilada . .. ... ... ...... 1.000 mt
Disoiver los componentes por calentamiento.
Ajustar el pH a 7,2 y repartir a razén de 10 mi en
tubos de ensayo
lE;lcl‘nChm en auloclave durante |5 minutos a
Inclinar los tubos.
6.2.3.5 Agua de triptona.
Triptona ... .............. ... ... g
Cloruro sodico................... Sg
Agus destlada .. ... . ... .. 1.000 ml
Disolver,
Ajustar el pH a 7,5.
Distribuir a razon de 6 mi en tubos de ensayo.
Esterilizar en autoclave durante {5 minutos a
nrc
Reactivo,
6241 Reactivo de citocromo-oxidasa (Kovacs).
Solucion acuosa al 1% de clorhidrato de tetrametil-
endiamina.
reactivo Kovacs-oxidasa es incolore y debe
conservarse en frasco de color topacio oscuro,
cerrado con tapén de vidrio esmerilado y guardado
€0 nevera. .
A pesar de tomar estas precauciones ¢l tiempo
miximo de duracidén ¢s de dos semanas
Procedimientao.
Sembrar 100 ml del problema en un frasco que
contenga 100 m! del caldo lactosa con magnesic. Incubar a
3Tl Cdurante43:t3horas
A continuacidn sembrar simultdneamente los dos medios
solidos siguientes.
6.2.5.1 Siembra en agar cetrimida.
Depositar 0} ml del cultivo en caldo lactosado en
laca de Petri conteniendo getrimida y sem-
grar en superficie utilizando asa de Drigalski
previaments esterilizada. Si el cultivo en caldo
laciosado presents ue gran crecimiento bacteriano,
preparar una serie de diluciones procediendo a la
siembra como se hg indicado,
Incubar a 42 + 1°C durante 24 t 2 horas.
Con las-colonias aparecidas en este medio proce-
der a una identificacion final Hevando a cabo las
siguientes prucbax
6.2.5.1.1 Reaccidn de la oxidasa.

Mediante asa o hilo de platino o g:lpcta Pasteur (no
utilizar material que contenga hierro), depositar
una ?ane de una cofenia sobre un trozo de papel
tro poroso impregnado con 2 & 3 gotas de
reactwo Kovacs-omdasa (6.2.4.1).
ta pmscncu oxidasa se manifiesta por la
aparicion inmediata (entre 5-10 segundos) de una
coloracién violets o pardo violeta.
Al pnnca ic la coloracidn es rosa-rojo oscura y
tuego, a los 60 segundos, aproximadamente, s¢
vielve negra.

62512

6.2.5.2

6.2.5.2.1

6.2.5.2.2

6.2.5.2.3

62524

Toda reaccion tardia debe tomarse como negativa.
La ausencia de coloracién indica reaccién negativa
(oxidasa negativa).

Comprobacién del pigmento piocianina.

Sembrar en estrias sobre el medio King A. Incubar
a 42 + 1° C durante 48-72 horas,

En dichc medio s¢ exalta la produccién de piocia-
nina.

Siembra €n agar nutritivo,

Depositar 0,1 ml del cultivo en caldo lactosado en
laca de Peiri conteniendo agar nutritivo y sem-
Brar en superficie utiliando asa de Drigalski pre-
viamente esterilizada,
Si ¢l cultivo en caldo lactosado presenta un
crecimiento bacteriano, ;l)repam una serie de Iu
ciones procediendo a siembea como s¢ ha
indicado.
Incubar a 42 £ [°C durante 24 £ 2 homs.
Proceder a la identificacidn de las colonias lle-
vando a cabo las sigunientes pruchas:

Morfologia v tincidn.

A partir de uns coloria hacer un frotis sobre
portaobjetos, tedir por el método de Gram y
cbservar ai microscopio con objetivo de inmer-
sion.

Renccion de 1z oxidasa

Como en 6.2.5.1.1.

Comprobacion del pigmento piocianina.

Como en 6.2.5.1.2

Comprobacién del pigmento pioverdina.

Colocar las placas con las colonias aparecidas

sobre agar nutritivo bajo la iuz ultravioleta para
observar la fluorescencia de ia pioverdina.

6.2.6 Lectura ¢ identificacion.

6.2.6.1
6.2.6.1.1

62612

6.2.6.2
6.2.6.2.1

6.2.6.2.2

62623

Siembra en agar cetrimnida.
Reaccién de la oxidasa,

Pseudomonas aeruginosa es citocromo-oxidasa
posttiva.
Comprobacién del pigmento piocianing.
La piocianing es soluble en agua y cloroformo.
Para comprobar esta caracteristica 3¢ siembrz la
cepa en uz tubo conteniendo 114 ud de riptona y se
incuba a 42 + 1° C durante 24-48 horas, hasta la
aparicion de una coioracién azul-verdosa. Afadir
2 ml de cloroformo y agitar para extraer la
rocianing.

capa cloroférmica subyacente a la capa acuosa,
se tifie de azui,
La produccidn de piocianina confirma ia presencia
de Pseudomonas acruginosa.

Siembra en agar nutritivo,
Morfologia y tincidn.
Se deben observar unos bacilos finas Gram negati-

vos de unos 0,3 x 3 micrémetros, sin capsulas ni
eSpOros.

Reaccién de la oxidasa,

Como en 6.2.6.1.1.

Comprobacidn del pigmento piocianina.
Como en 6.2.6.1.2

6.3 Método del filtro de membrana (métode alternativo)

6.3.1

Fundamento.

Investigacion de la presencia de Pscudomonas aeruginosa

mediante fAliracién de volimenes determinados de agua a
analizar por filtros de membrana ¢ incubacién sabre medios
de cultivo sclectivos & temperaturas selectivas,

6.3.2

Material,

Membranas filtrantes de ésteres de celulosa de 0,45 micro-

metros
Pinzas

de porosidad, de 47 a 50 mm de didmetro, estériles
flameables de extrernos planos.

Equipo de filtracién por vacio.
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6.34

6.3.5

6.3.6

Placas de Petri de didmetro superior al del filtro de
membrana.

Estufa de cultivo regulada 8 42 + 1*°C.

Matenal de uso corrienie en ¢l laboratorio.

Medios de cultivo.

6.3.3.1 Medio agar cetrimida.
Como en 6.2.1.2.

6.3.3.2 Medio de cultivo: m P A-C de Brodsky y Ciebin.
Ldisina........................... 5g
Cloraro stdico...... ............ Sg
Extracto de levadura............. 2 g
Tiosulfato sédicoe (S;03NaxSH0) 5
XilosB ..o l,f g
Sacarosa.................. ........ 1,2 g
Lactosa. ... ... ...l 1,2 g
Rojo de fenol ............ .. ..., 008 g
Sulfato magnésico (SOMg7H,0}. L5 g
Citrato férrico aménico.......... 08 g

15 g

Agua destilaga .. _........... ... 1.000 ml
Disalver los productos por calentamiento hasta
¢bullicién, ajustar el pH a 7,4 y esterilizar en
autoclave a 121*C durante 10 minutos o por
ebullictén.
Enfriar ¢l medio a 55° C e incorporarle Kanami-
cina, 8 mg; dcido nalidixico, 37 mg. Distribuir en
lacas de¢ ;Pctn. !

s antibidticos en solucion pueden conservarse
congelados hastz su empleo. Ei medio estéril,
distribuido en las placas, se puede conservar en
frigorifico a 6-8" C de cuatro a ocho semanas, si se
evita su desecacion,

6.3.3.3 Medio sdlide King A.
Como en 6.2.3.4,

6.3.3.4 Agua de triptona.
Como en 6.2.3.5.

Reactivo.

6.3.4.1 Reactivo de citocromo-oxidasa (Kovacs).
Como en 6.2.4.1.

Procedimiento.

Los elementos del sistema de filtracién que vayan & entrar
en contacto con el agua a analizar deben estar estériles.
Colocar un filtro de membrana cstéril sobre el soporte de
filtracion, utilizando pinzas estériles.

Adaptar ¢l embude. i

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

Lavar con unos 30 mi de agua de dilucion estéril.

Retirar el embudo. N i

Mediante las pinzas esterilizadas trasnferir fa membrana
filtrante sobre et medio de cultivo agar cetrimida o M PA-
C contenido en una placa de Petri de modo que la superficie
de filtracién quede gam arriba.

Cerrar e invertir la placa ¢ incubar a 42 1 1° C durante
24 + 2 horas.

Lectura.

La lectura de los resultados requiere el examen de las
colonias aparecidas sobre fa membrana.

En el medio agar-cetrimida las colonias son de 1-2 mm,
redondas, superficie lisa, brillante, color blaaco cremoso ¥
aspecto mucoso. Por incubacién prolongada las colonias
tarnan una coloracidn oscura con bordes claros. Debido a la
difusidén de pigmento, el medio o Ia membrana, adquieren
un tono verdoso.

Las colonias aparecidas sobre la membrana utilizando como
soporte el medio mPA-C son de 0,8 2.2 mm de diametro,
planas con bordes transparentes y los centros parduzco a
verde oscuro. Es caracteristico el viraje a pirpura del medio
en contacto con la colonia,

6.3.6.1 Morfologia y uncion.
Como en 6.2.5.2.1.

Reaccion de la oxidasa.
Como en 6.2.5.1.1.

6.3.6.2

6.3.6.3 Movilidad.
Sembrar parte de 1a colonia a estudiar, 2n un tubo
gue contenga agua de triptona e incubar a
7 1 1°C durante 24 * 2 horas.
Comprobar la movitidad mediante observacion al
gpcroscopio utilizando 13 técnica de la gota pen-
iente.

6.3.64 Comprobacion de pigmentos.

Sembrar en estrias sobre el medio King A.
Incubar & 42 + 1° C durante 48-72 horas.
En este medio se exalta la sintesis de la piocianina.

6.3.7 Interpretacion.

6.3.7.1 Morfologia y tincion,

Se deben observar unos bacilos Gram negativos
finos de unos 0,3 X 3 micrémetros, sin cdpsulas ni
ESpOros.

6.3.7.2 Reaccion de la oxidasa.

Pseudomonas aecruginosa es citocromo-oxidasa
positiva,

Movilidad.

Pscudomonas aeruginosa es un bacile mévil.

6.3.7.3

6.3.7.4 Comprobacién de pigmentos.

Como en 6.2.6.1.2.

11624 ORDEN de 8 de mayo de 1987 por la que se aprueban
los métodos oficiales de andlisis de anis.

Entre las previsiones de la Ley 25/1970, de 2 de diciembre, que
aprobé el Estatuto de la Vida, del Vino y de los Alcoholes,
establecia en su articulo 34,2, que los aguardientes compuestos y los
licores y, entre ellos el anis, serian objeto de Reglamentaciones
especiales. . . ]

Como consecuencia de la anterior previsién fue publicado el
Real Decreto 644&11932, de 5 de marzo («Boletin Oficial del
Estado» de 2 de abril), que agrobaba la Reglamentacién especial
para la claboracién, circulacion y comercio de anis, procediendo
ahora regular sus correspondientes métodos analiticos.

En la redaccidn de métodos oficiales de anilisis s¢ ha procu-
rado, en la medida de lo posible y siguiendo las directrices
establecidas en el articulo 9. del Real reto 1908/1984, de 26 de
scptiembre («Boletin Oficial del Estado» de 29 de octubre), por el

ue se modifican algunos de los articulos y epigrafes de determina-
z.as Reglamentaciones &an la elaboracién, circulacién y comercio
de bebidas derivadas alcoholes naturales, su adaptacién a los

métodos aprobados por los nismos internacionales especializa-
dos ¢n la materia, con el de aprovechar las experiencias
obtenidas de su ap i6n.

En su virtud, a propuesta de los Ministerios de Economia y
Hacienda, de Industria y Energia, de Agricultura, Pesca y Alimenta-
cién y de Sanidad y Consumao, oidos los representantes de los
sectores afectados, ¥ previo informe preceptivo de la Comision
Interministerial la Ordenacidn Alimentaria, )

Este Ministerio de Relaciones con las Cortes y de ia Secretaria
de Gobierno dispone:

Primero.-S¢ apruehan como oficiales los métodos de andlisis
para el anis que se citan en el anexo 1. o

Segundo.-Las determinaciones analiticas se realizaran de
acuerdo con Jos métodos oficiales vigentes. Cuando no existan
métodos oficiales para determinados andlisis y hasta tanto los
mismos Do sean propuestos por el Organc competente y previa-
mente informados por la Comisién Interministerial para la Orde-
naci6n Alimentaria, podrin ser utilizados los aprobados por los
Organismos nacionales ¢ internacionales de reconocida solvencia.

DISPOSICION DEROGATORIA

Quedan derogadas cuantas disposiciones de igual o inferior
rango se opongan a lo dispuesto ¢n la presente Orden.

DISPOSICION FINAL

La presente Orden entrari en vigor a los seis meses de su
publicacién en ¢l «Boletin Oficial del Estadon, salvo los méiodos



