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técnico o docente relacionados con los Museos que se incorporen
mediante convenio con el Ministerio de Cultura.

Art. 27. Cooperad6n.
El Ministerio de Cultura, a través de la Dirección General de

Bellas Artes y Archivos, asesorada por la 1unta Superior de
Museos, promoveri la cooperación entre los Museos e Institutos
que integran el Sistema Español de Muscos¡ para la documenta
ción, investigació~ conservación y restauraCIón de los fondos, asi
como para las 8CUvidades de difusión cultural y el perfecciona
míento de su personal.

DISPOSIOONES ADICIONALES

Primera.-La adscri¡¡ción de Museos al Ministerio de Cultura se
realiza a través de la Dirección General de Bellas Artes YArchivos,
cualquiera que sea el réaimen administrativo específico de cada
uno de ellos.

Segunda.-Las inversiones que se realicen en los edificios de los
Museos adscritos al Ministerlo de Cultura Y gestionados por la
Comunidad Autónoma, que no supongan la simple conservación
de aquéllos, DOdrán financiarse con cargo a los Presupuestos
Generales dell:stado o de la respectiva Comunidad Autónoma.

En todo caso estas inversiones serin programadas por el
Ministerio de Cultura, por propia iniciativa o a proJ::a de la
Comunidad Autóno~y previo acuerdo de ambas A . 'stracio
nes en el que la Administración gestora del Museo asumirá los
pstos de dotación, conservación y mantenimiento derivados de la
lDversión que se proyecte realizar.

Tercera.-Las competencias que este Rq¡\anlento atribuye a los
respectivos Ministerios, serán ejercidas por el Consejo de Adminis
tración del Patrimonio Nacional respecto a los Museos de titulari
dad estatal inte¡rados en el mismo, cuando uf corresponda de
acuerdo con lo dispuesto en la Ley 23/1982, de 16 de Junio, del
Patrimonio Nacional.

Cuarta.-Las competencias sobre restauraciones y reproduccio
nes enunciadas en los artículos 14. y 24 de este Rcswnento, serán
ejercidas por los ÓflllllOS rectores del Museo Nacional del Prado,
respecto a los fondos custodiados en el mismo, de acuerdo con lo
establecido en el Real Decreto 1432/198S, de 1 de agosto.

DISPOSIOONES TRANSITORIAS

Primera.-Lo dispuesto en este Reglamento es de aplicación a los
depósitos de fondos museísticos que la Administración del Estado
haya constituido antes de la entrada en vigor del mismo.

Segunda.-En el plazo de un año a partir de la entrada en vigor
del presente Reglamento, todos los Museos adscritos al Ministerio
de Cultura adaptarán las inscripciones de los fondos que conservan
a lo establecido en los artículos 9 y 10Y remitirán a la Dirección
General de Bellas Artes Y Archivos fotocopia de los libros de
Reaistro precedentes y de los actualizados.

En el orden de inscripción de estos fondos se respetará el de
inscripción de los mismos en los Registros o en los Inventarios
precedentes del Museo.

A los efectos de esta disposición se entenderá que quedan
asignados a la colección estable de dichos Museos los bienes de
propiedad estatal cuyo depósito no esté acreditado documental
mente.

La Dirección General de Bellas Artes y Archivos deberi
comprobar el cumplimiento de lo establecido en esta disposición.

DISPOSIOONES FINALES

Primera.-eonforme a lo dispuesto en los artículos 16 y 19 de la
Ley 30/1984, de 2 de agosto, de Medidas para la Reforma de la
Función Pública, corresponde a las Comunidades Autónomas la
provisión de todos los puestos de trabajo de los Museos de
titularidad estatal que gestionen en virtud del correspondiente
Convenio.

Segunda.-El Ministerio de Cultura y los demás Ministerios,
respecto a los Museos qllC tienen adscritos, dictarán las disposicio
nes necesarias para el desarrollo de este Reglamento en el ámbito
de sus competencias.

DISPOSIOON DEROGATORIA

1. Quedan derogadas cuantas disposiciones se opongan a lo
establecido en el presente Real Decreto y, expresamente, las
siguientes:

- Real Decreto de 29 de noviembre de 1901 aprobando el
Reglamento General de los Museos regidos por el Cuerpo Faculta
tivo de Archiveros, Bibliotecarios y Arqueólogos.

- Decreto 730/1971, de 2S de marzo, por el que se regula la
organización y funcionamiento de los Museos estatales de Bellas
Artes.

- Orden de 28 de junio de 1972, por la que se dictan nuevas
normas para la visita a Museos y monumentos dependientes de la
Dirección General de Bellas Artes y Archivos.

- Real Decreto 3S47/1981, de 29 de diciembre, sobre depósitos
de obras de arte y otros fondos museisticos propiedad del "Estado
en Instituciones o Entidades públicas o privadas.

2. Se declara vigente y de aplicación a los Museos adscritos al
Ministerio de Cultura:

- El Acuerdo del Consejo de Ministros de 7 de diciembre de
1982, por el que se establece la entrada libre y gratuita de los
ciudadanos españoles en los Museos estatales dependientes de la
Dirección 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 España y de los jóvenes menores de
veintiún años pertenecientes a Estados miembros de la Comunidad
Económica Europea en los Museos estatales dependientes de la
Dirección General de Bellas Artes y Archivos.

MINISTERIO DE RELACIONES
CON LAS CORTES

YDELA
SECRETARIA DEL GOBIERNO

CORRECCIONde errores del Real Decreto 418/1987.
de 20 de febrero. sobre las sustandas y productos que
intervienen en la alimentación de los animales.

Advertidos errores en el texto del citado Real Decreto, publi
cado en el «Boletín Oficial del Estado» número 7S, de fecha 28 de
marzo de 1987, a continuación se transcriben las oportunas
rectificaciones:

En el primer párrafo del preámbulo, séptima línea, donde dice:
«...directivas del Consejo 70/S34/CEE, ...», debe decir: ..... directi
vas del Consejo 70l524/CEE, ...».

En el artículo 1.0, a), donde dice: «11) Aditivos.-Las sustancias
o preparados que contengan sustancias distintas de las premezclas,
contempladas en la letra h), ...», debe decir: «1) Aditivos.-Las
sustancllS o preparados que contengan sustancias, distintas de las
premezclas contemeladas en la letra h), ...».

En el artículo 1. ,g), donde dice: ..... garanticen la ración diaria,
se asocian ...», debe decir: ..... garanticen la ración diaria, si se
asocian ...».

En el artículo 7.°, 1), donde dice: ..... o almacenamiento de
aditivos, permezclas », debe decir: «... o almacenamiento de
aditivos, premezclas ».

En el artículo 9.°, 2., donde dice: « Directiva CEE 8S/S87 ...»,
debe decir: ..... Directiva 84/587/CEE ».

En el artículo 13, tercer páJTafo, donde dice: ..... expresados en
unidades de sistema ...», debe decir: ..... expresados en unidades del
sistema ...».

ORDEN de 8 de mayo de 1987 por la que se aprueban
los métodos oficiales de análisis microbiológicos para
la elaboración, circulación y comercio de aguas de
bebida envasadas.

El Decreto de la Presidencia del Gobierno número 2484/1967,
de 21 de septiembre (<<Boletín Oficial del Estado» del 17 al 23 de
octubre), que aprueba el Código Alimentario Español, prevé que
puedan ser objeto de Reglamentaciones Especiales las materias en
él reguladas.

Publicado el Decreto de la Presidencia del Gobierno número
2S19j1974, de 9 de allosto (<<Boletín Oficial del Estado» de 13 de
septiembre), que regula la entrada en vigor, aplicación y desarrollo
del Códífo Alimentario Español, uf como el Real Decreto
2119/198 , de 24 de julio (<<Boletín Oficial del Estado» de 21 de
septiembre), por la que se aprueba la Reglamentación Técnico
Sanitaria para la elaboración, circulación y comercio de~ d,
bebida envasadas, procede dictar, de acuerdo con la autonzació¡
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contenida en el mismo, los correspondientes métodos oficiales de
análisis microbiológicos.

En su virtud, a propuesta de los Ministerios de Economía y
Hacienda, de Industria y Eneraía, de Apicultura, Pesca y Alimenta
ción y de Sanidad y Consumo, prevIO informe preceptivo de la
Comisión Interministerial para la Ordenación Alimentaria, y oídos
los representantes de las organizaciones afectadas, este Ministerio
de ReJaciones con las Cortes Y de la Secretaria del Gobierno
dispone:

Primero.-Se aprueban como ofICiales los métodos de análisis
microbiológicos para la elaboración, circulación y comercio de
aguas de bebidas envasadas que se citan en el anexo.

Segundo.-Cuando no existan métodos oliciales para determina
dos análisis, y hasta tanto los mismos no sean propuestos por el
Organo competente y previamente informados por la Comisión
Intenninisterial para la Ordenación Alimentaria, podrán ser utiliza
dos los aprobados por los Organismos Nacionales o Internacionales
de reconocida solvencia.

2. ESCHERICHIA COL!

2.1 Definiciones

2.1.1 Coliformes:

Se entiende por coliformes aquellas bacterias de morfología
bacilar, Gram negativas, aerobias y anaerobias facultativas,
oxidasa negativas, no esporógenas, que fermentan la lactosa
con producción de ácido y de gas a 37" C en un tiempo
máximo de cuarenta y ocho horas.

2.1.2 Escherichia coli:

Se entiende por Escherichia coli aquella bacteria coliforme,
generalmente indol positiva, citrato negativa, rojo de metilo
poositiva, que no produce acetilmetilcarbinol y capaz de
fermentar la lactosa con producción de ácido y gas entre
37' C y 44' C en un tiempo máximo de veinticuatro horas.

2.2 FlUldamellto
El procedimiento comprende las pruebas previas y de confirma·

ción de Escherichia colL

10 g
10 g
2 g

151o, g
0,065 g

1.000 mI

2.3 Material

Material de uso corriente en el laboratorio.
Estufa regulable a 37 ± l' C.
Estufa o baño termorregu1ables a 44 ± 0,5' C.
Membranas filtrantes de ésteres de celulosa, de 0,45 micras
de porosidad, de 47 a 50 mm de diámetro, estériles.
Equipo de filtración por vacío.
Placas de Petri de diámetro superior al del filtro de
membrana.

,.
Peptona bacteriológica .
Lactosa ..
Fosfato dipotúico (PO~K2)"""""""
Apr .
Eosina amari1lenta ..
Azul de metileno ..
Agua destilada .

Disolver los componentcl por calauamicnto suave y repar
tir a razón de 15 a 20 mi por tubo.
Esterilizar en aU%OClave a 121' e dwante quince minutos.
El pH final del medio deberá ser 7,1.

Apr común;

Extracto de carne.......................... 3 g
Peptona bIcterioIÓlÍca..................... 5 g=.:..:......:.. :: .. :: ..:..::: .. ::::: ....:..:..::::::: l.oM ~
DiIolver por calentamiento. A,justar el pH a 7. Repartir el
medio en tubos de 16 le 160 mm a razón de S a 6 mm por
tubo. Esterilizar en autoclave a 121' C durante quince
minutos. Deja enfriar los tubos en posición inclinada, hasta
la solidificación.

2.4.2

2.4 Medios de cultivo
2.4.1 Caldo lactosado simple:

Extracto de carne... 3 g
Peptona bacteriológica..................... 5 g
Lactosa.................................... 5 g
Agua destilada............................. 1.000 mi

Disolver los componentes por calentamiento, ajustar el pH
y reJ?8rtir a razón de 10 mI por tubo. Los tubos irán
proVIStos de campana de fermentación (tubo Durham).
Para los tubos de la serie que reciban volúmenes de agua de
10 mi deberá prepararse el medio a doble de concentración
-duplicando las cantidades de los componentes en el mismo
volumen de agua destilada- Ydistribuyéndolo a razón de
10 mI por tubo.
Para los tubos o frascos de la serie que tensan que recibir
volúmenes de agua a SO mI se utilizará el mismo medio
concentrado, pero distribuyéndolo a razón de SO mI por
cada uno. Esterilizar en autoclave a 121' C durante 15
minutos.
E! pH final del caldo deberá ser 6,8 - 7.

Medio de cultivo sólido asar, lactosa, cosina, azul de
metileno (Teague Lévine o EMB):

2.3.1
2.3.2
2.3.3
2.3.4

2.3.5
2.3.6

2.0

DlSPOSICION FINAL

Excmos. Sres. Ministros de Sanidad y Consumo, de Economia y
Hacienda, de Industria y Energía, y de Agricultura, Pesca y
Alimentación.

ZAPATERO GOMEZ

La presente disposición entrará en vigor a los treinta dlas de su
publicación en el «Boletin Oficial del Estado».

Madrid, 8 de mayo de 1987.

ANEXO

Una vez recibidas las muestras en el laboratorio, deberán
mantenerse en sitio fresco y oscuro, procediendo a su análisis lo
antes posible.

Agitar. con objeto de homoaeneizar la muestra, un mínimo de
25 veces.

Antes de proceder a la abertura de los envases, desinfectar el
cuello y tapón. Si el material es de vidrio se efectuará a la llama,
en caso de ser el recipiente de otro material, la desinfección se
realizará con al¡odón impre¡nado en alcohol de 70' o una solución
de una sal de amonio cuaternario.

Una vez abierto el recipiente, esterilizar la boca o abertura a la
llama. En caso de que el envase no tensa boca (tetrabrick, bolsa de
material polimérico), flamear previamente las tijeras u otro instru
mento que se utilice para abnr el envase.

El volumen tornado de la muestra será el necesario para los
análisis a realizar. En el caso de que para efectuar los análisis se
necesite más de un envase y una vez .abiertos como se especifica
anteriormente, se mezclará el contenido de los envases necesarios
en un recipiente de vidrio con tapón de rosca o esmerilado de
capacidad suficiente, previamente esterilizado.

Agitar nuevamente el recipiente para su homogeneización.

1. Preparación de la muestra para el andlisis.
2. Escherichia co/i.
3. Salmonella.
4. Estreptococos fecales.
5. Clostridios sulfito-mJuctores.
6. heudomonas aeruginosa.

DlSPOSICION DEROGATORIA

Quedan deropdas las disposiciones de i¡ual o inferior rango
que se opongan a la presente Orden y, especialmente, el anexo I del
Decreto 607/1975, de 13 de marzo (<<Boletín Oficial del Estado» de
29 de marzo~ por el que se regulan las especiftcaciones microbiol6
Micas a las que han de ~ustarse las a¡uas minero medicinales
envasadas, y los artIculos~~~ y 4.° del Real Decreto 1507/1976,
de 21 de mayo (<<Boletín . del Estadolo de 2 de julio), por el
que se introducen modificaciones en los Decretos 79711975, de 21
de marzo (<<Boletín Oficial del Estado» de 18 de abril), y 60711975,
de 13 de marzo (<<Boletín Oficial del Estado» de 29 de marzo), de
conformidad con lo dispuesto en el articulo 15.7 del Real Decreto
2119/1981, de 24 dejuho, por el que se a\?rueba la Reglamentación
Técnico-Sanitaria para la elaboración, circulación y comercio de
aguas de bebida envasadas.

l. PREPARACIÓN DE LA MUESTRA PARA EL ANÁLISIS
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2.4.4 Agua de triptona:

Triptona........... ... ... .. . . . ... .. . .... .. . lO g
Ooruro sódico............................ 5 g
Agua destilada............................. 1.000 mI

Disolver los componentes en el agua destilada, ajustar el pH
y repartir a raz6n de 10 mI por tubo.
Esterilizar en el autoclave a 121 0 C durante quince minutos.
E! pH fina1 deLmedio deberá ser 7,2.

2.4.5 Medio de triptona, glucosa, fosfato (Oark y Lubs):

Triptona .. .... .. ... .. .. . . . . .. . . .. .. . .. . . .. . 10 g
Fosfato dipotásico (PO.m<.2).............. 5 g
Glucosa..... 5 g
Agua desti1ada............................. 1.000 mi

Disolver los componentes por calentamiento ligero y repar
tir a raz6n de 10 mi por tubo.
Esterilizar en autoclave a 1210 C durante quince minutos.
E! pH final del medio deberá ser 7,5.

2.4.6 Medio de citrato (Simmons):

Sulfato magnésico (SO~g7I!zO).......... 0,2 g
Fosfato monoam6nico [PO~K2(NH4»). . . . . 1 g
Ft;lsfato di.lK?tásico (PO~K2)""""""" 1 g
Citrato sódico............................. 2 g
Ooruro sódico .. .. .. . .. .. .. .. .. .. .. .. .. . .. 5 g
Azul de bromotimo1....................... 0,08 I
Agar....................................... 15 I
Agua destilada............................. 1.000 mi

Disolver los componentes por calentamiento y distribuir en
tubos.
Esteri1izar en autoclave a 121 0 C durante quince minutos. E!
pH final del medio deberá ser 6,8. Dejar que el medio
solidifique en posici6n inclinada.

2.4.7 Caldo lactosado, sales biliares, fosfatos (medio EC, de Hajna
y Perry):

Peptona bacteriológica..................... 20 I
Lactosa.................................... S I
Mezcla de sales biliares o sales biliares
número 3.................................. 1,5 I
Fosfato dipotásico (PO~K2)""""""" 4 g
Fosfato monopotásico (PO~2K).......... 1,5 g
Cloruro sódico .. .. . .. .. .. .. .. .. .. . .. .. .. .. S I
Agua destilada............................. 1.000 mi

Disolver los componentes por calentamiento y repartir a
raz6n de 10 mI por tubo.
Los tubos irán provistos de campana de fermentaci6n (tubo
Durham). . .
Esterilizar en-autoc!av~-a -l2 lO e durante quince minutos.
E! pH fmal del medio deberá ser 6,9.

2.4.8 Medio de cultivo s6lido agar-Iactosa-trifenil-tergitol 7
(Chapman TIC modificado):
Extracto de carne.......................... S I
Peptona bacteriológica..................... 10 g
Lactosa .. .. . .. . . .. . .. .. . .. .. . .. .. .. . .. . .. .. 20 g
Extracto de levadura...................... 6 g
Azul de bromotimol (soluci6n al 1 por 100). S mI
Agar..................... 20 I
Agua destilada............................. 1.000 mI

Disolver los componentes por calentamiento, ajustar el pH
a 7,2 y repartir a razón de lOO mI en matraces o frascos de
I SO mi con tapón de rosca.
Esterilizar en autoclave a 1210 C durante quince minutos.
En el momento de su empleo, fundir al baño Maria y añadir
a cada frasco: ~

S mI de una soluci6n acuosa de cloruro o bromuro de 2,3,
S trifenil-tetrazolio (TIC) al 0,05 por 100, esteri1izada en
autoclave a 1210 C durante quince minutos.
S mi de una solución acuosa de heptadecil sulfato sódico
(tergitol 7) al 0,2 por 100. No es necesario esteri1izar esta
solución.
Mezclar bien y repartir en placas de Petri, dejando solidifi
car. El espesor del medio en las placas debe ser, como
mínimo, de S mm.
Las placas así preparadas pueden conservarse a 4 ± 20 C
durante ocho días.

2.4.9 Reactivos.

2.4.9.1 Reactivo de Kovacs-indol:

Paradimetilaminobenzaldehído . . . S I
Alcohol amílico .. . .. .. .. . .. .. .. .. 75 mi
Acido clorhídrico concentrado.... 25 mI

Disolver el aldehído en el alcohol calentando a
baño Maria a 600 C. Después de frío, añadir gota
a lota el ácido.
Conservar a 4 ± r C en frasco topacio.

2.4.9.2 Rojo de metilo:

Disolver 0,5 I de rojo de metilo en 100 mI de
etanol de 60" C.

2.4.9.3 Reactivo para el acetil-metil-l:8lbinol (Voges-Pros
buer, modificado):

a) Disolver S I de a1fa·naftol en 100 mi de etanol
de 6O"C.

b) Dilsolver 40 I de hidróxido potásico en 100
mI de agua destilada.

Conservar a) y b) en frascos separadOS, el primero
de ellos en nevera a 4 ± 20 c.

2.4.9.4 Reactivo Kovacs-c:itrocromo-oxidasa.

Solución acuosa al I por 100 de clorhidrato de
tetrametil parafenilendiamina.
Este reactivo debe ser incoloro y debe conservarse
en frasco de color topacio oscuro, cerrado con
tapón de vidrio esmerilado y lUlII'dado en nevera.
E! tiempo de duración es de aos semanas a 4 ±
± re.

2.S Procedimiento
Se describen tres métodos de análisis de los cuales el método 1

será el procedimiento oficial obligatorio en casos de litigio.

2.5.1 Método 1:

2.5.1.1 Prueba previa.
Es un procedimiento de criba en el que una
reacción negativa excluye la presencia del grupo
coliforme y una reacción positlva indica su posible
presencia

2.5.1.1.1 Técnica.

Disponer en gradilla una serie de tubos
y, en su caso, frascos con caldo lacto
sado (2.4.1) simple y doble concentrado,
según la tabla NMP que se haya elegido.
Mediante pípetas estériles, sembrar los.
tubos de la serie tomando los volúme
nes del agua, ya homo¡eneizada. que se
indican en la tabla.
Los volúmenes de 10 mI Y de SO mi de
agua deberán sembl'lll'!le en tubos o
frascos conteniendo medio a doble con
centración.
Homogeneizar los tubos sembrados.
Incubar a 37 ± lO C durante veinticua
tro ± dos horas y en su caso, hasta
cuarenta y ocho ± tres horas.

2.5.1.1.2 Lectura e interpretaci6n.

Se consideran tubos positivos aquellos
en los que se observa enturbiamiento y
aparición de .. en la campana de
fermentación, mdependíentemente de
su cantidad.
La producción de gas se pone también
de manifiesto por el desprendimiento
de pequeílas burbujas que atraviesan el
medio al agitar suavemente el tubo.
La ausencia de gas al cabo de cuarenta
y ocho ± tres horas se considera como
prueba negativa.

2.5.1.1.3 Prueba de confirmaci6n de coliformes
totales.
Es un procedimiento mediante el cua'
una reacción negativa excluye la presel
cia del grupo coliforme mientras ql
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una reacción positiva indica su presen
cia inequlvoca.
Deben someterse a esta prueba todos los
tubos que hayan resultado positivos en
la prueba presuntiva.
En los tubos en los que la positividad se
manifiesta a las veinticuatro horas no es
necesario continuar la incubación,
pudiendo iniciarse entonces con ellos la
prueba de confirmación.

2.5.1.1.4 Determinación.

Tomar tantos tubos de agar-eosina·azul
de metileno (2.4.2) como tubos positi·
vos presuntivos.
Fundir totalmente el medio colocando
los tubos en baño María.
Verter el medio contenido en cada tubo
en sendas placas de Petri de 10 cm de
diámetro.
Dejar solidificar.
Homogeneizar cada uno de los tubos de
caldo laetosado presuntivo positivo.
Resembrar con asa en superficie y por
agotamiento sobre el medio solidificado
en la placa de Petri.
Incubar a 37 ± 1° C las placas inverti·
das durante veinticuatro ± dos horas.
Sobre este medio las bacterias fermenta·
doras de la lactosa dan colonias caracte·
mti~o~casyp~entadasenro~
azul o violeta oscuro con o sin reflejo
metálico.
Las colonias distintas de las descritas
corresponden a bacterias no fermenta·
doras de la lactosa.
De cada placa seleccionar una colonia
de cada uno de los diferentes aspectos
descritos como característicos y resem·
brar mediante hilo o asa de platino
sobre agar nutritivo inclinado (2.4.3). A
continuación, y sin recargar, resembrar
un tubo de caldo lactosado. Incubar
ambos medio a 37 ± 1° C durante
yo¡;¡;'ul.i",WGuv .lo dov", h,",u~.:r.

2.5.1.1.5 Prueba de la oxidasa.

Si la colonia aislada fermenta la lactosa,
con producción de gas se toma una
porción del cultivo crecido sobre el agar
nutritivo~ investigar la ausencia de
oxidasa.
!'~'"! ~!!!';.~~~~~.hilo Iie !,latino
o pipeta Pasteur (no utilizar material
que contenga hierro), depositar aquélla
sobre un trozo de ~pel 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 la aparición inmediata (entre S-lO
segundos) de una coloración violeta o
pardo violeta.

Al principio la coloración es rosa·roja oscura y
luego, a los 60 segundos aproximadamente, se
vuelve negra.
Toda reacción tardía debe tomarse como negativa.
La ausencia de coloración indica reacción negativa
(oxidasa negativa).
Confirmada la ausencia de oxida~ proceder a
realizar las pruebas lMViC, que confirman la
identidad de Escherichia coli.

l.S.1.2 Identificación de Escherichia coli.

A partir del cultivo de 24 horas en agar nutritivo
indicado, sembrar la batería ~ las pruebas
IMViC.

2.5.1.2.1 Formación de indol (1).

Sembrar en agua de triptona (2.4.4), e
incubar a 37 ± 1°C durante 24-48
horas.
Sobre el cultivo' depositar I mi del
reactivo de Kovac·indol (2.4.9.1). La

presencia de bte se manifiesta por la
formación rápida de un color rosa a rojo
púrpura, en la ca~ superior del alcohol
amílico. Si la reacción es negativa, repe·
tiria en los cultivos de 48 horas.

2.5.1.2.2. Prueba del rojo de metilo (M) "j del
acetil-metil-carbinol (V) en memo de
Clark y Lubs.
Un asa de un cultivo de 24 horas con las
caractemticu' precedentes se siembra
en el medio de Clark Y Lubs (2.4.5),
incubando a - 37 ± 1°C durante 24
horas.
Lectura e interpretación de la prueba
rojo de metilo (M).
Tomar 2 mi del cultivo depositándolo
en un tubo limpio, añadirle una o dos
gotas del indicador rojo de metilo
(2.4.9.2). Si el medio adquiere un color
rojo,la prueba es positiva. Será negativa
si el medio toma un color amarillento.
Lectura e interpretación de la formación
de acetil·metil-carbinol (V).
A I mI de cultivo agregarle 0,6 mI de
reactivo alfa·naftol y 0,2 mI de hidró
xido potásico al 40 por 100 (2.4.9.3).
Agitar enérgicamente y dejar lO minu·
tos en estufa a 37 ± lOe.
El acetil·metil-carbinol se manifiesta
por el color rosa·rojo que adquiere todo
el medio o la superficie del mismo.

2.5.1.2.3. Utilización del citrato (C) en el medio
de Simons. (2.4.6).

Con el fin de evitar reacciones positivas
falsas por el aporte de sustancias nutriti
vas con el inóculo, se procederá como
sigue: Con asa de Planno tomar de la
superficie del cultivo en asar nutritivo
de 24 horas, con las caracteristi~ ya
señaladas, evitando un exceso de masa
microbiana y muy especialmente restos
del agar.
~O.~OoZ' 1,UIA~ oa .1 oe-atro d. In

superficie inclinada del medio, incu
bando a 37 ± 1°C durante 48 horas ± 2
horas, observando los cultivos cada dia.
Si no cambia el color verde oscuro del
medio, el citrato no es utilizado; si
adquiere un color azul ultramar, el
citrato es asimilado.
Para concluir que la reacción es nega·
tF;ü.~S:fj.~~~~~.t1r~..~Gl
periodo de incubación.
tos cultivos con las caractemticas pre
suntivas señaladas en 2.5.1.1 y además
IMiC ++ -, se consideran Escherichia
coli.
Existen cepas indol n~tivas, por lo
que un resultado IMVIC - + -- tam
bién se considera como Escherichia eoli.

2.5.2 Método 2:

2.5.2.1 Prueba previa.

(Como en 2.5.1.1).

2.5.2.2 Prueba confirmativa.

A partir de los tubos positivos de la prueba
presuntiva previa agitación de los mismos, tomar
de cada uno un asa llena y resembrarla en un tubo
del medio EC de Hanjna y Perry (2.4.7); otra asa
se resembrará en un tubo-de agua de triptona para
indol (2.4.4). Incubar ambos medios en baño
termorregulado o estufa a 44 ± O,soC durante
24 ± 2 horas.
La presencia de gas en la cam~ del medio EC
y de indol en el agua de triptona (reactivo 2.4.9.1)
confirman la presencia de Eschenchia colL

2.5.3 Método 3:
Membrana filtrante.
Los elementos del sistema de filtración que vayan a entrar
en contacto con el agua a analizar deben estar estériles.
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Colocar un filtro de membrana estéril sobre el soporte de
filtración, utilizando pinzas estériles.
Adal?tar el embudo. Filtrar lOO mi de la muestra de agua,
preVIamente homogeneizada, efectuando el vacío necesario.
Lavar con unos 30 mI de lIJIIa de dilución estéril. Retirar el
embudo. Mediante las p11WlS esterilizadas transferir la
membrana filtrante sobre el medio de cultivo (2.4.8) cante·
nido en una placa de Petó, de modo que la superficie de
filtración quede !!.Jcia arriba.
Cerrar e invertir la placa e incubar a 44 ± O,S"C durante
24 ± 2 horas. Las colonias amarillas o amarillas con centro
anaranjado y halo amarillo se consideran como Escherichia
coli.

3. SALMONELLA

3.1 Definición
Se entiende por Salmonella aquellas bacterias de morfología

bacilar, gran¡ negativas, aerobias y anaerobias facultativas, oxidasa
negativas, fermentadoras de la glucosa y no de la lactosa, indol,
ureasa y triptofanodesaminasa negativas f lisinadescarboxilasa
positivas. Diferentes caracterlsticas bioquimicas y serológicas per
miten la diferenciación de diversas especies.

3.2 Fundamento
Determinación de la presencia o ausencia de estas bacterias en

100 mi de agua, en medios de cultivo específicos por diferentes
métodos.

3.3 Material

3.3.1 Material de uso corriente en el laboratorio.
3.3.2 Estufa regulable a 37 ± I"C.

3.4 Medios de cultivo
3.4.1 Caldo nutritivo:

Extracto de carne.......................... S 1
Peptona bacteriológica..................... 10 1
Ooruro sódico .. .. .. .. .. .. . .. .. .. . .. .. .. .. S 1
Agua destilada............................. 1.000 mI

Disolver los componentes con un ligero calentamiento.
Ajustar el pH a 7,2 - 7,S. Repartir el medio en los recipien
tes adecuados.
Esteri1izar a 121"C durante 1S minutos.
La fórmula indicada corresponde a la concentración nor
mal; se puede preparar el medio a doble concentración.

3.4.2 Caldo selenito:
Peptona bacteriológica..................... S 1
Lactosa.................................... 41
Fosfato disódico (PO,.HNa212H20)........ 10 1
Selenito monosódico (Se03HNa).......... 4 1
Agua destilada............................. 1.000 in}

Disolver los tres primeros ingredientes en agua llevándola
hasta el punto de ebullición. Dejar enfriar y adadir el
selenito. Ajustar el pH a 7,0. Repartir en tubos de 20 x 200
mm a razón de 20 mi por tubo o lOO mI en matraces de SOO
mi de capacidad. Esterilizar al bada maria a una tempera
tura de 80 ± S" C durante una hora y media.

3.4.3 Caldo tetrationato (Müller-Kauffinan).
Medio base:
Extracto de carne.......................... S 1
Peptona bacteriológica..................... 10 1
Ooruro sódico........... .. .. .. .. . .. .. .. .. 3 1
Carbonato cálcico (C03Ca)................ 4S 1
Agua destilada............................. 1.000 mi
Ajustar el pH de- forma que después de la esterilización
sea 7,0.
Esterilizar quince 1IlÍI1utos a 121" C.
Solución de tiosulfato sódico:
Tiosulfato sódico (~O)Na21 · SO 1
Agua destilada............................. lOO in}

Disolver el tiasulfato sódico en un poco de agua. Completar
el volumen final. Esterilizar la solución quince minutos
a 121" C.
Solución de iodo:
lodo....................................... 201
loduro potásico (IK)...................... 2S 1
Agua destilada............................. 100 mi

Disolver el ioduro potásico en un ¡JOCo de agua y añadir el
iodo. Completar el volumen final. Conservar la solución en
un recipiente opaco y bien cerrado.
Solución de verde brillante:
"erde brillante............................ O,S 1
Agua destilada............................. 100 mI
Añadir el verde brillante al agua. Mantener la solución un
día en oscuridad para que se produzca la autoesterilización.
Solución de bilis de buey:
Bilis de buey desecada..................... 10 g
Agua destilada............................. 100 g

Disolver la bilis en agua por ebullición. Esterilizar quince
minutos a 121" C.
Medio completo:
Medio base................................ 900 mi
Solución de tiosulfato sódico (S20)Na2)... lOO mi
Solución de iodo.......................... 20 mi
Solución de verde brillante................ 2 mi
Solución de bilis de buey....... .. .. .. . .. .. SO mI
Añadir al medio base, asépticamente, los demás ingredien
tes en el orden expuesto. El medio completo se distribuye a
razón de 20 mI en tubos estériles de 20 x 200 mm o lOO mi
en matraces estériles de SOO mI de capacidad. Conservado
a 4 ± 2" C en oscuridad, puede utilizarse durante los siete
días siguientes a su preparación.

3.4.4 A¡ar verde brillante rojo fenal:
Peptona bacteriológica................... 10 1
Extracto de levadura.................... 3 1
Lactosa .. .. .. . .. .. . .. . .. . . . . . .. .. .. . . . . .. lO 1
Sacarosa. .. . .. .. .. . . .. . .. . .. . .. . . . . . . . . .. lO 1
Ooruro sódico (CINa).................. S 1
Rojo fenal. .. . .. . .. .. .. .. .. . .. .. .. .. .. . . 0,08 1
"erde brillante.......................... O,Ol2S 1
Asar..................................... 12 a 201
Agua destilada......... .. . .. .. .. .. . .. . .. 1.000 mi
Disolver por calentamiento. Ajustar el pH a 7. No necesita
autoclave. Dejar enfriar hasta SO" C y rapartir en placas
hasta solidificación.

3.4.S Asar Salmonella-Sbigella:
Peptona bacteriológica................... lO 1
Extracto de carne....................... S g
Lactosa .. .. . .. .. .. . . . . .. . . .. .. .. . .. . . . . . . lO 1
Sales biliares............................ 6 1
C1trato sódico............. 8,S 1
Citrato de hierro amoniacal............. I 1
Tiosulfato sódico (S20)Na21............. 8,S 1
Rojo neutro............................. O,02S 1
"erde brillante.......................... 0,00033 1
Asar..................................... 121
Agua destilada................ . .. .. . . . . . 1.000 mI
Disolver por calor la peptona y el extracto de carne. Añadir
los otros 1I!fledientes. Llevar a ebullición agitando hasta su
completa disolución. No esterilizar en autoclave. Repartir
en placas.

3.4.6 Asar bismuto-sulfito:

Peptona bacteriológica..................... S 1
Extracto de carne.......................... S 1
Glucosa................................... S g
Fosfato disódico (PO,.HNa21............... 4 J
Sulfato ferroso (SO,¡Fe).................... 0,3 1
Sulfito de bismuto (S03l3Bi2.............. 8 1
"erde brillante..... 0,016 1
Asar....................................... 12,71
Agua destilada............................. 1.000 mi
Disolver los componentes por calentamiento y llevar a
ebullición hasta disolución completa.
Dejar enfriar a unos SO" C y repartir en placas.

3.4.7 Medio de Kliger:
Peptona bacteriológica..................... 20 1
Extracto de carne.......................... 3 1
Extracto de levadura...................... 3 1
Ooruro sódico .. .. .. .. . .. . .. .. .. .. .. .. . .. . S 1
Lactosa.. . . .. .. .. .. . . . . . ... .... ...... .... . . lO 1
Glucosa................................... 1 I
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300 mI

0,6 g
lOO mi

2,012 g
0,143 g

100 mi

Sulfato ferroso amoniacal (SO.hFe(NR.h
6H20...................................... 0,5 g
TiofuJfato sódico (S203Na¡)............... 0,5 g
Rojo fenal................................. 0,025 g
Agar....................................... 14g
Agua destilada............................. 1.000 mI

Disolver los componentes en agua por ebullición. Ajustar el
pH a 7,4. Repartir el medio en tubos de 16 x 160 mm a
razón de 5 a 6 mI por tubo. Esterilizar en autoclave a 121" C
durante quince rmnutos. Dejar enfriar los tubos en posición
inclinada hasta la solidificación.

3.4.8 Agar común:

Extracto de carne.......................... 3 g
Peptona bacteriológica..................... 5 g
Agar....................................... 15g
Agua destilada............................. 1.000 mi

Disolver los componentes por calentamiento. Ajustar el pH
a 7.
Rapartir el medio en tubos de 16 x 160 mm a razón de 5
a 6 mI por tubo. Este~ en autoclave a 121" C durante
quince minutos. Dejar enfriar los tubos en posición incli·
nada, hasta la solidificación.

3.4.9 Medio de Ferguson-Stuar:

L-Triptófano . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,4 g
Fosfato monopotásico (PO.H2K).......... 0,1 g
Fosfato dipotásico (PO,¡HK2).............. 0,1 g
aoruro sódico............. . .. . .. .. .. .. .. . 0,5 g
Urea................... 2 g
Etanol de 95". .. .. .. .. .. . .. .. .. .. .. .. .. .. .. . 2 mI
Rojo fenal al 1 por 100................... 0,25 mI
Agua destilada............................. 100 mI
Después de disolución se esteriliza por filtración. Se con
serva en tubos indefinidamente cuando se mantiene conge
lado. En el momento de utilizar, descongelar, agitar y
distribuir en tubos estériles de hemolisis a razón de I mI por
tubo.

3.4.10 Medio para la descarboxilación de la lisina
(Taylor):

Extracto de levadura...................... 3 g
Olucosa.............. I g
Solución de bromocresol púrpura:
1,6 g por lOO mI de etanol de 96" .. 1 mi

~nade(~~~~i¿~bidrai¿j::: :: :: : : ::: : : : : : I.~ ~I
Disolver los componentes por calentamiento. Ajustar el pH
a 6,8
Distribuir a razón de 2 mi por tubo.
Esterilizar a vapor fluente en autoclave durante veinte
minutos.

3.4.11 Medio de 1owe:

- Solución tampón:
Fosfato disódico (PO,¡}iNa2l2H20) .
Fosfato monopotásico (PO,¡H2K) .
Agua destilada .

- Solución de ONPG:
O-nitrofenil beta D-galactopiranósido .
Solución tampón .

Esterilizar por filtración:

- Preparar agua de peptona al 1 por 100 ..

Medio completo:

Una parte de solución de ONPO.
Tres partes de agua de peptona al 1 por 100.
Repartir en tubos de 16 x 160 mm y congelar. En el
momento de utilizar, descongelar, agitar y distribuir en
tubos estériles de hemolisis a razón de 1 mi por tubo.

3.4.12 Otros:
3.4.12.1 Reactivo de Kovacs-indol (como en 2.4.9.1) (para

el ensayo de indol).
3.4.12.2 Reactivo de triptófano-desaminasa.

Solución acuosa de percloruro de hierro al 10 por
100.

3.4.12.3 Reactivo de Kovacs-oxidasa.
(Como en 2.4.9.4).

3.4.12.4 Antisueros especfficos:

- Sueros Anti O, monovalentes y polivalentes.
- Sueros Anti VI.

3.5 Procedimiento

3.5.1 Preenriquecimiento.

Sembrar 100 mi de la muestra de agua en 1.000 mi de caldo
nutritivo (3.4.1) o en 100 mI de caldo a doble concentración.
Incubar a 37 ± 2"C durante dieciséis a veinte horas como
máximo.

3.5.2 Enriquecimiento.

Utilizar simultáneamente caldo selenita (3.4.2) y caldo
tetrationato (3.4.3).
Sembrar 2 mI a partir del caldo de prcenriquecimiento en
dos tubos con 20 mI de los medios de enriquecimiento, o
bien, 10 mi del caldo de preenriquecimiento en matraces
conteniendo 100 mi de medio de enriquecimiento.
Incubar a 37 ± l· C, durante cuarenta y ocho ± dos horas.

3.5.3 Aislamiento.

A las veinticuatro y cuarenta y ocho horas de incubación de
los medios de enriquecimiento, efi:c:tuar siembras con asa de
platino sobre la superficie de placas de «Asar verde brillante
rojo fenal» (3.4.4), «Asar Salmonella Shigel1a» (3.4.5) y
Agar bismuto-sulfito (3.4.6).
Incubar a 37 ± 1" C durante veinticuatro-cuarenta y ocho
horas.
Efectuar la lectura de placas a las veinticuatro y cuarenta y
ocho horas. Se consideran como colonias sospechosas:

Agar verde brillante rojo fenal: Colonias rojas con halo rojo.
Agar Salmonella Shigella: Colonias incoloras y transparen
tes con centro negro.
Agar bismuto-sulfito: Colonias negras con reflejo metálico,
negras, marrón o verdes.
De caldo selenita no se deberá sembrar en el medio de agar
bismuto-sulfito.

3.5.4 Identificación.

Elegir 5 ó 6 colonias sospechosas de cada uno de los medios
de aislamiento y sembrar sobre sendos tubos con medio de '
KIigler (3.4.7) en picadura y por superficie.

Incubar 24 ± 2 horas a 37 ± l· C y efectuar la lectura.

A partir de los medios de KIigler que den lactosa negativa
(bisel rojo) y glucosa positiva (fondo amarillo), con o sin
prodUCCión de gas, con o sin producción de sulfhídrico
(color negro), sembrar con asa de platino para realizar las
siguientes pruebas:

3.5.4.1 Siembra en agar común (3.4.8).

Para la investigación de la citocromo-oxidasa y
reacciones serológicas.

3.5.4.2 Investigación de la jl-ga1actosidasa:
Por medio de discos impregnados de ortonitrofenil
beta-D-galacto piranósido (O.N.P.O.) o por siem
bra en el medio de 10we (3.4.11).
La reacción positiva se traduce por una coloración
amarilla y la negativa por ausencia de color.

3.5.4.3 Investigación de la ureas&, triptófano desaminasa e
indo!.

Siembra en el medio de Ferguson-Stuar (3.4.9).
La presencia de ureasa se manifiesta por la apari
ción de un color púrpura. A continuación el
cultivo se distribuye en dos tubos. En uno de ellos,
la producción de indol se manifiesta aftadiendo
unas gotas de reactivo de- Kovacs-Indol (2.4.9.1);
en caso positivo aparece un anillo rojo cereza.
En el otro, la triptófano desaminasa se manifiesta
añadiendo unas ilOtas de reactivo de T.D.A.
(3.4.12.2). La aparición de un color marrón rojizo
indica la positividad de esta prueba.

3.5.4.4 Investigación de ladescarboxilación de la lisina.
Siembra en medio de Taylor (3.4.10).
Añadir, una vez efectuada la siembra, l mi de
aceite de parafina estéril para obtener una anaero
biosis relativa.
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4.3 Método del filtro de membrana (mltodo alternativo)

4.3.1 Fundamento.
Determinación del número de estreptococos fecales
mediante filtración de volúmes determinados del agua a
analizar por filtros de membrana e incubación sobre medio
de cultivo selectivo a temperatura adecuada.

4.3.2 MateriaL

Membranas filtrantes de ésteres de celulosa, de O,4S micras
de porosidad, de 47 a SO mm de diámetro, estériles.
Pinzas tlameables de estremos planos.
Equipos de filtración por vacio.
Placas de Petri de diámetro superior al del filtro de
membrana.
Estufa regulada a 37 ± 1" C.

4.2.4 Procedimiento.
4.2.4.1 Prueba previa.

Disponer en una gradilla, una serie de tubos con
medio de Rothe, según la tabla de N.M.P. que se
haya elegido.
Mediante pipetas estériles, sembrar los tubos de la
serie tomando los volúmenes del agua, ya homoge
neizada, que se indican en la tabla.
Homogeneizar los tubos sembrados.
Incubar a 37 ± 1" e durante 48 ± 3 horas.
Se consideran tubos positivos aquellos que presen
tan enturbiamiento y/o sedimento.

4.2.4.2 Prueba de confirmación.
Todos los tubos positivos de la p.....ba presuntiva
se someterán a la prueba de confirmllClón.
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 homo
&.eneización el líquido sobrenadante.
También puede tomarse directamente el sedi
mento por capilaridad, mediante pipeta Pasteur.
!!1,yb!r-k!!.-&u~~~1~.n.± r.c...... -
Si a las 24 horas no se observa ni enturbiamiento
ni sedimento violeta, prolongar la incubación
hasta 48 ± 3 horas.

4.2.4.3 Lectura y expresión de resultados.
Se considerarán tubos positivos aquellos que pre
senten enturbiamiento y/o sedimento de color
violeta.
Se calculará por tabulación el número más proba.
ble (N.M.P.) de estreptococos fecales refendos a
100 mi de agua.

mismo medio concentrado, pero distribuyéndolo a
razón de SO mi por cada uno.
Esteri1izar en autoclave a 121" e durante 1S minu
tos.
El pH final del medio deberá ser 6,8-7.

Preparación del medio de cultivo alucosa·fosfatos
azida~tilvioleta (Litsky):

Peptooa bacteriológica............ 20 g
Glucosa.... S g

~~~ diS:J:oo' '(PO~¡¿;j: :::: tI g
Fosfato monopotásico (PO~2K). 2,7 g
Azida sódica .. . .. . .. .. . . .. . .. .. .. 0,2 g
Solución acuosa de etil-violeta al
0,01 por 100 (P/V)............... S mi
Agua destilada.................... 1.000 mi

Disolver los componentes, menos el etil.violeta,
por calor suave,l\iustar el pH, añadir el etil·violeta
y distribuir a razón de 10 mi por tubo.
Esteri1izar en autoclave a 121" e durante I Sminu
tos.
El pH final del medio debel'li ser 6,8-7.
Para ambos medios se recomienda utilizar tubos
con tapón de rosca para su cierre hermético. No se
uti1izará algodón ya que debe evitarse la evapora·
ción del medio durante el almacenamiento.

4.2.3.2

4.2 Mltodo de los tubos mIl/tiples (N.M.P. número más probable)

Este método podrá utilizarse para cualquier tipo de agua y será
el procedimiento oficial obliptorio en casos de litigio.

4.2.1 Fundamento.

Determinación del número de estreptococos mediante siem-
_.. _. -~i'iCieiñsWiiOs vorWñcñCi'¡¡er~ a analizar en series de

tubos conteniendo medio de cultivo líquido alucosado con
agentes inhibidores selectivos e incubllción a temperatura
adecuada. El procedimiento comprende las pruebas: presun·
~aydeconfirmacióndeestreptococosfecal~

4.2.2 MateriaL
Pipetas graduadas en mi y dividida en l/lO, estériles.
Estufa reaulada a 37" e :f 1" C.

4.2.3 Medios de cultivo.

4.2.3.1 Preparación del medio alucosa-fosfatos-azida
(Rothe), simple:

Peptona bacteriológica............ 20 g
Glucosa.......................... S g

~~~-diS::éO' '(PO~¡¿;): ::: : tI g
Fosfato monopotásico (PO~2K). 2,7 g
~da sódica.................. ... 0,2 g
A¡ua destilada.................... 1.000 mi
Disolver los componentes por calentamiento, ajus
tar el pH y repartir a razón de 10 mi por tubo.
Para los tubos de la serie que reciban volúmenes
de agua de 10 mi debel'li prepararse el medio a
doble concentración duplicando las cantidades de
los componentes en el mismo volumen de agua
destilada y distribuyendo a razón de 10 mi por
tubo.
Para los tubos o frascos de la serie que tengan que
recibir volúmenes de agua de SO mi se utilizará el

La reacción es positiva cuando el medio vira al
amarillo JK!r acidificación y se produce una poste
rior alcahniuci6n con cambio o reviraje del indi
cador a color violeta púrpura.
La lectura de estas pruebas bioquímicas se realiza
después de un periodo de incubación de 24 ± 2
horas a 37" e ± 1" c.

3.6 lnterpretaci6n de resultados

Reacciones bioquímicas de Salmonella:
Fermentación de la alucosa: positiva, con ps, salvo algunas

excepciones.
Utilización de la lactosa: negativa.
Producción de sulfuro de hidrógeno: positiva, salvo alguna

excepción.
Reacción de ureasa: negativa.
Reacción de indol: negativa.
Reacción de triptófano desaminasa: negativa.
Reacción de beta IlI1actosidasa: n~tiva.
Descarboxilación de la lisiDa: positiva.
Reacción de la citocromo-oxidasa: negativa.

3.7 Identificaci6n serol6gica

Desechar aquellas cepas autoslutinables por no ser posible su
serotipado.

Realizar a partir del cultivo en a¡ar común y sobre portas
desengrasados, emulsiones hasta obtener suspensiones turbias y
homogéneas.

Determinar la lIflutiDación frente al antisuero O y Vi Y en caso
de positividad enVIar la cepa aislada a un Centro de Referencia
para su confirmación.

4. EsTREPTOCOCOS rECALES

4.1 Definici6n

Son aquellas bacterias cocáceas Gram positivas, aerobias o
anaerobias facultativas, catalasa negativas, Cl.ue fermentan la alu·
cosa con producción de ácido a 37" e en un tiempo máximo de 48
horas.

El conjunto comprende las especies StreptocOCllS faecalis, S.
faecium, S. duran!!. S. bobis y S. equinw, todas ellas comprendidas
en el ampo ll'1'oló¡ico D de lancefield.
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4.3.3 Medio de cultivo.
Preparación del medio de cultivo apr-glucosa-fosfato
azida-trifeniltetrazolio (Slanetz):
Peptona bacteriológica.............. 20 g
Extracto de levadura...................... S g
Glucosa................................... 2 g
Fosfato dipotásico (PO.HK2)·············· 41
Azida sódica (N3Na)...................... o, g
2, 3, S, trifeniltetrazolio cloruro (TIC)... O, I g
Agar.............. lS g
Agua destilada............................. 1.000 mI

Disolver los componentes por calentamiento hasta punto de
ebullición, dejar enfriar a SO° C aproximadamente y ajustar
el pH a 7,2.
Homogeneizar y repartir en placas de Petri dejando solidifi·
caro
El espesor del medio en las placas debe ser como minimo
de S mm.
Las placas asi preparadas pueden conservarse a 4 ± 2° C
durante 3 a 4 semanas.

4.3.4 Procedimiento.
Seguir la misma técnica descrita en (3.3.4.1.1) para colifor
mes totales e incubar a 37 ± 1° C durante 48 ± 3 horas.

4.3.S Lectura e interp:retación.
Contar las colonias desarrolladas que tengan color rojo
ladrillo, violeta o rosa.
Las colonias que no presenten esta coloración no se tienen
en cuenta por no corresponder a estreptococos fecales.
Puede estimarse que el número de estreptococos fecales
presentes en 100 mI corresponde al número de colonias
desarrolladas con las caracteristlcas descritas.

S. CLOSTRIDIOS SULFITO REDUCTORES

S.l Definición

Son aquellas bacterias de morfología bacilar, Gram positivas,
anaerobias estrictas, capaces de formar esporas y con actividad
sulfito reductora.

S.2 Fundamento

Se base en contar el número de colonias de bacterias esporula
das y con capacidad sulfito reductora, desarrolladas en medio de
cultivo sólido glucosado conteniendo sulfito sódico y una sal de
hierro.

S.3 Material

S.3.1 Material de uso corriente en el laboratorio.
S.3.2 Estufa regulada a 37° C ± 1° C.
5..3-.3 Baño termorellulable a 80° C ± 1° C.
5.3.4 Medio de cultivo.

a) Preparación del medio agar-glucosa-sulfito-hierro (Wil
son Blair):
Peptona bacteriológica................ 10 g
Extracto de carne..................... 3 g
Goruro sódico........................ S g
Glucosa.. .. .. .. .. .. .. . .. .. . 20 g
Agar 30 g
Agua destilada........................ 1.000 ml

Disolver los componentes por calentamiento hasta el
punto de ebullición y disolución total del &gaf, eVI
tando la formación de espuma.
Ajustar el pH a 7,6.
Repartir a razón de 20 mI por tubo de capacidad
mínima de SO mI.
Esterilizar en autoclave a 121° C durante lS minutos.

b) Solución acuosa de sulfito de sodio (S03Na2·l0Hp)
al 10 por 100.
Esterilizar al baño maria durante 10 minutos.
Esta solución debe utilizarse recientemente preparada.

e) Solución acuosa de citrato de hierro amoniacal al S por
lOO. Preparar asépticamente, sin esterilizar por el
calor.

S.4 Procedimiento
Colocar cinco tubos del medio de cultivo base, en baño maria

hasta fusión total del agar.

Atemperar hasta unos 70° C y añadir:

Solución de citrato de hierro amoniacal.......... O,S mI
Solución de sulfito sódico........................ I mI

Desl'ués de la adición de los reactivos, mezclar suavemente
para eVItar la incorporación de aire en el medio.

Con el objeto de destruir las formas vegetativas, calentar la
muestra de agua en baño termoJTC8u\ado a 80° C, durante S
minutos dejando enfriar a continuacion .basta 60" C aproximada
mente.

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

Mezclar y enfriar rápidamente.
Incubar a 37 ± 1° C durante 48 ± 3 horas.

S.S Lectura y expresión de resultados
Las colonias de Gostridium sulfito reductores aparecerán de

color negro debido a la formación de sulfuro ferroso por reducción
de sulfito.

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

El resultado se expresará como número de esporos de clostri
dios sulfito reductores en 100 mI.

Con objeto de evitar la dificultad de recuento que puede
producirse al confluir las colonias desarro1Iadas, se efectuará una
primera lectura a las veinticuatro horas y si por este motivo no es
posible el recuento a las cuarenta y ocho horas, se dará la lectura
de las veinticuatro horas como resultado aproximado.

6. PSEUDOMONAS AERUGINOSA

6.1 Definición

Son aquellas bacterias de morfología bacilar, Gram negativas,
aerobias estrictas, oxidasa positivas, móviles por un flallelo polar.
Producen un pigmento fluorescente, soluble en agua la ploverdina,
y la piocianina soluble en agua y cloroformo. No forman esporos
ni cápsulas. Son capaces de crecer a 42° C pero no a 4° C.

6.2 Método de preenriquecimiento en caldo lactosado

6.2.1 Fundamento.
Determinación de la prsencia o ausencia de Pseudomonas
aefl!$inosa en 100 mI de agua problema, utilizando un
mediO de enriquecimiento previo a los de aislamiento e
identificación.

6.2.2 Material.

Estufas de cultivo TeJuladas a 37 y 42 ± 1° C.
Material de uso comente en el laboratorio.
Lámpara de luz ultravioleta de longitud de onda corta
(aproximandamente 254 nm).

6.2.3 Medios de cultivo.
6.2.3.1 Medio caldo lactosado con magnesio.

Extracto de carne................. 6 g
Peptona bacteriológica............ 10 g
Lactosa. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 g

~::tod~~~~.~~~~:~~~~: l.ooA ~I
Disolver los componentes por calentamiento.
Ajustar el pH a 6,8-7 y repartir en frascos a razón
de 100 mI cada uno.
Esterilizar en autoclave a 121° C durante quince
minutos.

6.2.3.2 Medio agar centrimida.

Peptona bacteriológica............ 20 g
Goruro magnésico (G,2M&)....... 1,4 g
Sulfato potásico (SO.~.2)"""'" 10 g
Bromuro N-acetil N.N.N. trimetila-
monio.................. O,S g
Agar.............................. 14g
Agua destilada.................... 1.000 mI

Disolver los componentes por calentamiento.
Añadir 10 mi de glicerol, llevar a ebullición.
Ajustar el pH a 7 y repartir en tubos de ensayo a
razón de 1S-20 mI.
Esterilizar en autoclave a 121° C durante quince
minutos.
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Reactivo.
6.2.4.1 Reactivo de citocromo-oxidasa (Kovacs).

Solución acuosa al 1%de clorhidrato de tetrametil
parafenilendiamiDa.
El reactivo Kovacs-oxidasa es incoloro y debe
conservarse en frasco de color topacio oscuro,
cerrado con tapón de vidrio esmerilado y guardado
en nevera.
A pesar de tomar estas precauciones el tiempo
máximo de duración es de dos semanas.

Procedimiento.
Sembrar 100 mI del agua problema en un frasco que
conten~ 100 mI del caldo lactosa con magnesio. Incubar a
37 ± 1 C durante 48 ± 3 horas.
A continuación sembrar simultáneamente los dos medios
sólidos siguientes.

6.2.5.1 Siembra en asar cetrimida.
Depositar 0,1 ml dd cultivo en caldo lactosado en
placa de Petri conteniendo asar cetrimida y sem
brar en superficie utilizando asa de Drigalski
previamente esterilizada. Si el cultivo en caldo
Iactosado presenta un gran crecimiento bacteriano,
preparar una serie de diluciones procediendo a la
siembra como se ha indicado.
Incubar a 42 ± 1" C durante 24 ± 2 horas.
Con las-eolonias aparecidas en este medio proce
der a una identificación final llevando a cabo las
siguientes pruebas:

6.2.5.1.1 Reacción de la ollidasa.
Mediante asa o hilo de platino o pipeta Pasteur (no
utilizar material que contenga hierro), depositar
una parte de una colonia sobre un trozo de papel
de filtro poroso impregnado con 2 ó 3 gotas de
reactivo de Kovacs-oxidasa (6.2.4.1).
La presencia de ollidasa se manifiesta por 111
apanción inmediata (en~ 5-10 segundos) de una
coloración violeta o pardo violeta.
Al principio la coloración es rosa-rojo oscura y
luego, a los 60 segundos, aprollimadamente, se
vuelve negra.

lO g
5 g

1.000 mI

20 g
IOg
IOg
1,4 g

15 g
1.000 mI

6.2.4

6.2.5

6.2.3.3

6.2.3.4

6.2.3.5

Medio asar nutritivo.
Peptona bacteriológica............ 5 g
Extracto de carne................. 3 g
Agar........ 15 g
Alua destilada.................... 1.000 mI

Disolver los componentes por calentamiento hasta
punto de ebullición y disolución total del asar,
evitando la formación de espuma.
Ajustar elpH y repartir a razón de 15 a 20 ml en
tubos de ensayo.
Esterilizar en autoclave a 121· C durante 15 minu
tos.
El pH final dd medio debe ser 6,9-7,1.

Medio sólido King A.

Peptona bacteriológica .
Gbcerol ..
Sulfilto potásico anhidro (S04K2).
Ooruro magnésicoanhidro (Q2Mil
Apr .
Aaua destilada .

Disolver los componentes por calentamiento.
Ajustar el pH a 7,2 y repartir a razón de 10 mi en
tubos de ensayo.
Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a
121· C.
Inclinar los tubos.

Alua de triptona.
Triptona .
Cloruro sódico .
Agua destilada .

Disolver.
Ajustar d pH a 7,5.
Distr!~uir a razón de 6 mI en tubos de ensayo.
Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a
121· C.

Toda reacción tardía debe tomarse como negativa.
La ausencia de coloración indica reacción negativa
(ollidasa negativa).

6.2.5.1.2 Comprobación del pigmento piocianina.
Sembrar en estrias sobre d medio King A. Incubar
a 42 ± l· C durante 48-72 horas.
En dicho medio se exalta la producción de piocia
mna.

6.2.5.2 Siembra en agar nutritivo.
Depositar 0,1 mI del cultivo en caldo lactosado en
placa de Petri conteniendo asar nutritivo y sem
brar en superficie utiliando asa de Drigalski pre
viamente esterilizada.
Si el cultivo en caldo lactosado presenta un gran
crecimiento bacteriano, preparar una serie de dilu
ciones procediendo a la siembra como se ha
indicado.
Incubar a 42 ± l· e durante 24 ± 2 horas.
Proceder a la identificación de las colonias lle
vando a cabo las si¡uientes pruebas:

6.2.5.2.1 Morfología y tinción.
A partir de una colonia hacer un frotis sobre
portaobjetos, teñir por d método de Gram y
observar al microscopio con objetivo de inmer
sión.

6.2.5.2.2 Reacción de la oxidasa.
Como en 6.2.5.1.1.

6.2.5.2.3 Comprobación dd pigmento piocianina.
Como en 6.2.5.1.2.

6.2.5.2.4 Comprobación dd pigmento pioverdina.
Colocar las placas con las colonias aparecidas
sobre agar nutritivo bajo la luz ultravioleta para
observar la fluorescenCIa de la pioverdina.

6.2.6 Lectura e identificación.
6.2.6.1 Siembra en llgBr cetrimida.

6.2.6.1.1 Reacción de la oxidasa.
Pseudomonas aeruginosa es citocromo-oxidasa
positiva.

6.2.6.1.2 Comprobación del pigmento piocianina.
La piocianina es soluble en llgu& y cloroformo.
Para comprobar esta caraáeristica se siembra la
cepa en un tubo conteniendo agua de triptona y se
incuba a 42 ± 1" C durante 24-48 horas, hasta la
aparición de una coloración azul-verdosa. Añadir
2. ~I ~e cloroformo y agitar para extraer la
plOClamna.
La capa clorofórmica subyacente a la capa acuosa,
se tiñe de azul. .
La producción de piocianina confirma la presencia
de Pseudomonas aeruginosa.

6.2.6.2 Siembra en agar nutritivo.
6.2.6.2.1 Morfología y tinción.

Se deben observar unos bacilos finos Gram negati
vos de unos 0,3 X 3 micrómetros, sin cápsulas ni
esporos.

6.2.6.2.2 Reacción de la oxidasa.
Como en 6.2.6.1.1.

6.2.6.2.3 Comprobación del pigmento piocianina.
Como en 6.2.6.1.2.

6.3 Método del filtro de membrana (método alternativo)

6.3.1 Fundamento.
Investigación de la presencia de Pseudomonas aeruginosa
mediante filtración de volúmenes determinados de agua a
analizar por filtros de membrana e incubación sobre medios
de cultivo scIectivOl a temperaturas selectivas.

6.3.2 Material.
Membranas filtrantes de ésteres de celulosa de 0,45 micró
metros de porosidad, de 47 a SO mm de diámetro, estériles
Pinzas flameables de ex~mos planos.
Equipo de filtración por vacio.
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6.3.7.3 Movilidad.
Pseudomonas aerugínosa es un bacilo móvil.

6.3.7.4 Comprobación de pigmentos.
Como en 6.2.6.1.2.

6.3.6.3 Movilidad.
Sembrar parte de la colonia a estudiar, en un tubo
que contenga agua de triptona e incubar a
37 ± 1° C durante 24 ± 2 horas.
Comprobar la movilidad mediante observación al
~icroscopio utilizando la técnica de la gota pen
dIente.

6.3.6.4 Comprobación de pigmentos.
Sembrar en estrías sobr~el medio King A.
Incubar a 42 ± 1° C durante 48-72 horas.
En este medio se exalta lasintesis de la piocianina.

6.3.7 Interpretación.

6.3.7.1 Morfología y tinción.
Se deben observar unos bacilos Oram negativos
finos de unos 0,3 x 3 mIcrómetros, sin cápsulas ni
esporos.

6.3.7.2 Reacción de la oxidasa.
Pseudomonas aeruginosa es citocromo-oxidasa
positiva.

Placas de Petri de diámetro superior al del filtro de
membrana.
Estufa de cultivo regulada a 42 ± 1° C.
Material de uso corriente en el laboratorio.

6.3.3 Medios de cultivo.

6.3.3.1 Medio agar cetrimida.
Como en 6.2.3.2.

6.3.3.2 Medio de cultivo: m P A-C de Brodsky y Ciebin.
L-lisina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 g
Cloruro sódico.... . . . . . . . . . . . . . . . 5 g
Extracto de levadura............. 2 g
Tiosulfato sódico (S203Na25H20) 5 g
Xilosa " . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,2 g
Sacarosa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,2 g
Lactosa. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,2 g
Rojo de fenol.................... 0,08 g
Sulfato magnésico (S04Mg7H10). 1,5 g
Citrato férrico amónico.......... 0,8 g
Agar.............................. l5g
Agua destilada.................... 1.000 mi

Disolver los productos por calentamiento hasta
ebullición, ajustar el pH a 7,4 y esterilizar en
autoclave a 121° C durante 10 minutos o por
ebullición.
Enfriar el medio a 55° C e incorporarle Kanami
cina, 8 mg; ácido nalidíxico, 37 mg. Distribuir en
placas de Petri.
Los antibióticos en solución pueden conservarse
congelados basta su empleo. El medio estéril,
distribuido en las placas, se puede conservar en
fri\l0rífico a 6-8° C de cuatro a ocho semanas, si se
eVIta su desecación. 11624 ORDEN de 8 de mayo de 1987 por la que se aprueban

los métodos oficiales de análisis de anis.
6.3.3.3 Medio sólido King A.

Como en 6.2.3.4.
6.3.3.4 Agua de triptona.

Como en 6.2.3.5.

6.3.4 Reactivo.

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

6.3.5 Procedimiento.
Los elementos del sistema de filtración que vayan a entrar
en contacto con el agua a analizar deben estar estériles.
Colocar un filtro de membrana estéril sobre el soporte de
filtración, utilizando pinzas estériles.
Adaptar el embudo.
Filtrar 100 mi de la muestra de agua previamente homoge
neizada, efectuando el vacío necesario.
Lavar con unos 30 mi de agua de dilución estéril.
Retirar el embudo.
Mediante las pinzas esterilizadas trasnferir la membrana
filtrante sobre el medio de cultivo agar cetrimida o M PA
C contenido en una placa de Petri de modo que la superficie
de filtración quede hacia arriba.
Cerrar e invertir la placa e incubar a 42 ± 1° C durante
24 ± 2 horas.

b.3.6 Lectura.

La lectura de los resultados requiere el examen de las
colonias aparecidas sobre la membrana.
En el medio agar-cetrimida las colonias son de 1-2 mm
redondas, superlicie lisa, brillante, color blanco cremoso y
aspecto mucoso. Por inc\lbación prolongada las colonias
toman una coloración oscura con bordes claros. Debido a la
dif\lsión de pigmento, el medio o la 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 diámetro,
planas con bordes transparentes ~ los centros parduzco a
verde oscuro. Es característico el vIraje a púrpura del medio
en contacto con la colonia.

6.3.6.1 Morfología y tinción.
Como en 6.2.5.2.1.

6.3.6.2 Reacción de la oxidasa.
Como en 6.2.5.1.1.

Entre las previsiones de la Ley 25/1970, de 2 de diciembre, que
aprobó el Estatuto de la Viña, del Vino y de los Alcoholes,
establecía en su artículo 34,2, que los aguardientes compuestos y los
licores y, entre ellos el anís, serían objeto de Reglamentaciones
especiales.

Como consecuencia de la anterior previsión fue publicado el
Real Decreto 644/1982, de 5 de marzo (<<Boletín Oficial del
Estado» de 2 de abril), que aprobaba la Reglamentación especial
para la elaboración, circulación y comercio de anís, procediendo
ahora reg'.l1ar sus correspondientes métodos analiticos.

En la redacción de métodos oficiales de análisis se ha procu
rado, en la medida de 10 posible y siguiendo las directrices
establecidas en el artículo 9.° del Real Decreto 1908/1984, de 26 de
septiembre (<<Boletín Oficial del Estado» de 29 de octubre), por el
que se modifican algunos de los articulos y epígrafes de determina
das RC\l!amentaciones para la elaboración, circulación y comercio
de bebIdaS derivadas de alcoholes naturales, su adaptación a los
métodos aprobados por los Organismos internacionales especializa
dos en la materia, con el /in de aprovechar las experiencias
obtenidas de su aplicación.

En su virtud, a propuesta de los Ministerios de Economía y
Hacienda, de Industria y Energía, de Agricultura, Pesca y Alimenta
ción y de Sanidad y Consumo, oídos los representantes de los
sectores afectados, y previo informe preceptivo de la Comisión
Interministerial~ la Ordenación Alimentaria,

Este Ministeno de Relaciones con las Cortes y de la Secretaría
de Gobierno dispone:

Prirnero.-Se aprueban como oficiales los métodos de análisis
para el anís que se citan en el anexo 1.

Segundo.-Las determinaciones analíticas se realizarán de
acuerdo con los métodos oficiales vigentes. Cuando no existan
métodos oficiales para determinados análisis y basta tanto los
mismos no sean propuestos por el Organo competente y previa
mente informados por la Comisión Interministerial para la Orde
nación Alimentaria, podrán ser uti1izados los aprobados por los
Organismos nacionales e internacionales 4e reconocida solvencia.

DISPOSICION DEROGATORIA

Quedan derogadas cuantas disposiciones de igual o inferior
rango se opongan a 10 dispuesto en la presente Orden.

DISPOSICION FlNAL

La presente Orden entrará en vigor a los seis meses de su
publicación en el «Boletín Oficial del Estado», salvo los métodos


