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Art. 5. A efectos de lo previsto en la presente Orden, la Unién
de Iglesias Cristianas Adventistas det Séptimo Dia de Espaida,
asumiri los derechas y obligaciones establecidos para los empresa-
rios en ¢l Régimen General de [ Seguridad Social.

DISPOSICION FINAL

Se faculta a las Dirccciones Generales de Régimen Juridico y de
Régimen Econdmico de la Seguridad Social para resolver, en las
esferas de sus respectivas compelencias, las cuestiones que se
planteen con motivo de la aplicagin de lo dispuesto en 1z presente
Orden, gue entrard en vigB; el dia 1 del see?undo mes siguiente at
de su publicacion en el «Boletin Oficial del Estadow.

Lo que comunico a VV, IL para su conocimiento y efectos.
Madrid, 2 de marzo de 1987.
CHAVES GONZALEZ

llmg& _gi'es. Subsecretario y Secretario general para fa Seguridad
ocial.

MINISTERIO
DE AGRICULTURA, PESCA
Y ALIMENTACION

REAL DECRETQ 339/1987, de 6 de marzo, relativo
al control fitosanitario de vegetales y productos vegeta-
les en régimen de comercio exterior.

La adecuacién de la reglamentacion fitosanitaria espafolz a la
normativa de la Comunidad Econdmica Europea requiere la previa
modificacién de determinados preceptos actuaimente en vigor, no
acardes con lo establecido en las directivas comunitanas en
refacién con las exigencias de control fitosanitario de vegelales v
productos vegetales en régimen de comercio exterior.

En este sentido, la Directiva det Consejo 77/93/CEE, de 21 de
diciembre de 1976, referente a las medidas de proteccién contra la
introduccion en los Estados miembros de organismos nocivos para
los vc?eta!es o productos v es establece una gradacién del
control a realizar sobre los diferentes productos vegetales, exi-
giendo, tnicamente en determinados ¢asos, un certificado oficial,
certificado fitosanitario que la normativa espaiicla actual impone
como cbligatoria en todos los casos.

En consecuencia, procede modificar 1a normativa fitosanitaria
espaiiola abriendo el cauce para la transposicion de la Directiva
77/93/CEE, que efectuard el Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacion, determinando, en uso de las facultades que le
confiere el Decreto de 13 de agosio de 1940, las medidas de
proteccion contra la introduceién de organismos noecivos pars los
vegelales y productos vegetales,

En sa virtud de lo expuesto, a pro 1a del Ministro de
Agricultura, Pesca y Alimentacién y previa deliberacidn del Con-
sejo de Ministros en su reunidn del dia 6 de marzo de 1987,

DISPONGO:

Articulo 1.° El presente Real Decreto tieme por objets la
determinacién de las actuaciones necesarias parm proteger el
territorio nacional contra la introduccién de organismos nocivos
¥ara los vegetales y productos vegetales, garantizar €l buen estado
itosanitario de los que sean objeto de exportacién y el cumpli-
3&::1::1 de ios acuerdos o exigencias internacionales sobre Sa.mgad

egem 2° El Ministerio de Agricuitura, Pesca y Alimentacién
establecerd para los vegetales, producios vegetales y olros objetos
relacionados con elios:

a} Relacidn de organismos nocivos para los vegelales y pro-
duc}o;a\i'egcta.'les cuya introduccidn estard prohibida en ¢ territorio
nacional.

b) La relacién para fos que sca preceptiva la inspecridn
fitosanitaria o control previos a la importacion, exportacidn o
transito, as{ como los que deban estar provisios de certificado
fitosanitario. ]

c) Las prohibiciones de im cién ¢ trinsito.

d) Las condiciones particolares de cardcter fitosanitario que
gzbet_: cumplir para que pueda ser autorizada su importacién o

nsito,
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¢} Las medidas y tratamientos a gque debem someterse los '

vegetales y productos vegetales que sean objeto de importacidn,
exporiacién o trinsito, entre las que se incluird, co caso necesario,
la reexpedicién o destruccién Ia mercancia sin derecho a
indemnizacidn alguna.

fy Las cuarentenas fitosanitarias dentro del territorio nacional
respecto de vegetaies v producios vegetales destinados a 1a exporia-
cién, ofdas las Comunidades Autdnomas afectadas.

Art. 3.°  Los vegetales, productos vegetales vy otros objetos para
los que sea preceplivo el control o inspeccién fitosanitania, estardn
rrovistos de la correspondiente auterizacion fitosanitaria previa a
a importacidn, expontacion y transito, que s¢ presentard ante los
Servicios de Aduanas.

DISPOSICION DEROGATORIA

Quedan derogados, para todo el territorio nacional, a excepcion
de Ceuta f Melilta, los apartados 1 a 16 inclusive, 27 a 33 inclusive,
dei anticuio 9 del Real Decreto de 20 de junio de 1924; los articulos
t v 5 del Real Decreto de 29 de abrit de 1927, asi como cuantas
disposiciones se opongan & lo previsto en ¢l presente Real Decreto,

DISPOSICION FINAL

E] presente Real Decreto entrard en vigor €] mismo dia de su
publicacién en el «Bolevn Oficial del Estado».

Dado er Madrid a 6 de marzo de 1987.

. ) JJAN CARLOS R.
El Ministry de Agriculture, Pesca y Alimentacion,

CARLOS ROMERCG HERRERA

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

6273 REAL DECRETQ 34071987, de 30 de enere, por el

gue se modifica el articulo 9 del Real Decreto
67071983, de 2 de marzo, por & gue se aprueba la
Reglamentacién Técnico-Sanitaria para fa elabora-
cidn, circulacidn y comercio de helados.

La experiencis adquirida en la aplicacién de 1a Reglamentacidn
para la elaboracidn, circulacién y comercio de helados, aprobada
por Decreto 213071974, de 20 de julio, y modificada posterior-
mente por &l Real Decreto 670/1983, de 2 de marzo, con excepcidn
de tas Normas Microbiologicas que se regian por el Real Decreto
258071980, de 14 de noviembre, ha puesto de relicve la necesidad
de modificar dichas normas microbioldgicas. ]

Por cotra parte, cada dia se ¢stima mds necesario el que [a
determinacién microbiolégica, s¢ efechie pantiendo de muesiras
signifivativas que tengan conexién en ¢l sistema analitico utilizado.
En esic sentido, y las determinaciones que s¢ contemplan en
ia presente disposicién, se hace precise diferenciar dos tipos de
circunstancias que exijan metodologias diferenciadas: En fibricas y
simacenes en donde existen considerables cantidades de helados ¥
en minoristas, puestos de temporada, etc., donde unicamente sc
encuentran pequefias cantidades de estos productos. .

En su virtud, previo informe ptivo de la Comisién
Interministerial para la Ordenacién Alimentana, a propuesta de los
Ministros de Economia y Hacignda, de Industria y Energla, de
Agricultura, Pesca y Alimentacion y de Sanidad y Consumo y
g(r}cvia deliberacion dei Consejo de Ministros en su reunién del dia

de enero de 1987,

DISPONGO:

Articuio dnico.-Se modifica el articulo 9 del Real Decreto
670/1983, de 2 de marz20, por ¢l que s¢ aprueba la Reglamentacion
Técrico-Sanitaria para la elaboraci6n, circulacidn y comercio de
helados, que quedard redactado de la forma siguiente:

«Art. 9.° Los métodos de toma de muestras, su transporte ¥
conservacién, tolerancias microbioldgicas y log métodes de andlisis
de los helados, son los que aparecen especificados n ¢l anexo unico
del prescote Decreton

DISPOSICION TRANSITORIA

Se autoriza al Ministerio de Sanidad y Consume pama que
mediante Orden y io informe de ia Comisién Interministerial
para la Ordenaciéa Alimentaria, puedan ser modificadas las
tolerancias niicrobiolégicas contenidas ¢n el presente Real Decreta.
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Los Ministerios proponentes podrin mediante Orden y previo
informe de la Comisién lnterministerial para la enacion
Alimentaria, modificar las especificaciones que sobre toma de
muestras ¥ métodos de analisis figuran en ¢l citado anexo.

DISPOSICION DEROGATORIA

Queda derogado ¢} Real Decreto 2580/1980, de 14 de noviem-
bre, ¢l que s modifica ¢l anticulo 10 de Ia Reglamentacién
Técnico-Sanitana para [a elaboracion, circulacidn gwme;-c:p de
helados, aprobada por el Decreto 213071974, de 20 de julio, ¥
cuantas disposiciones de igual o inferior rango se opongan a lo
dispusstc en el presemic Real Decreto,

DISPOSICION FINAL

La presente disposicion entrard en vigor a los treinta dias de su
publicacion en ¢l «Boletin Oficial del Estado».

Dado en Madnd a 30 de enero de 1987,

JUAN CARLOS R

El Ministro de Relaciones pon ks Cortes
y de la Secrewars del Gobierno,
VIRGILIO ZAPATERO GOME2

ANEXO UNICO

NORMAS MICROBIOLOGICAS PARA HELADOS
Primera.-Toma de muestras.

La toma de muestras de Jos helados, destinados a ser analizados
con el fin de determinar su estdndar microbiolégico se hard por
triplicado, n ¢l Real Decreto 194571983, de 22 de junio, ¥ de
acuerdo con siguientes métodos:

a) Se tomardn cinco muestras del mismo lote. Los envases o
cajas serdn originales, no shiertos. e inegros.

b} En aguelios casos en donde no se tomar ¢! nimero
de muestras indicado en el apartado a), por falta de cantidad
suficiente dc un mismo jote, s¢ tomard una muestra.

En el caso de muestras cn eavases abicrios, cada muestra scri,
de hasta 250 mililitros de volumen y se recogerdn en recipientes
esterilizados, precintados y con espdtulas asimismo estériles.

Segunda.-Transporte y conservacion de las muestras.

Para transportar las muestras y su conservacion hasta el
momento de su anilisis, se dispondri de los elementos frigorificos
necesarios para que le muestra obienida en todo momento maxz-
aeetisa l:; caracteristicas adecuadas para no desviriwar la finalidad

anilisis.

Tercera.~-Tolerancias microbioldgicas.

Para las muestras tomadas segin ¢l procedimiento primera, a),
las tolerancias serdn las indicadas en el cuadro siguiente:

F i ', arrizad)
00 pasherTradies
nle m 1 LI - M

Acrobios mesofilos/g ... 0S| 2 i x10%3x10% 5 [ 2 2w 1% x 10°
Enterobacteriaceas lac-

tosa positiva/g ....... 52N x10?2x10% 8 [ 2 2x 108 x 107
E.colifg ................ 512 0 (k=552 0 ]ix5
Staphylococus awreus/g | 5|1 {1x1001 %103 8 | 1 [1x10)1 x 102
Salmonella/25 g ... ... 5101 O 0 |510 0
Shigella/25 g . ......... 51001 0O 0 (5|0] 0 0
u Numero de muestray a \pmar de un mismo lote,
& Nimero de den rebasar ¢ valor m sin sob M

e P
m: Tolersncis microbiclogics que 0o puedt sobrepasar Dinguna de las o< MuesiTas.
M: Toierancia microbiokigion Gue no puete yobrtpeiar pisguna de Ias ¢ muesimus.

Para las muestras tomadas a el procedimiento primera, b),
tas tolerancias seréin las ituili&:nﬁlj 2 continuacion:

Panterizados
Pasierizados con adiciones
0O pRstCTizacas
Aerobios meséfilos/g ............. 2x10° 3% 108
Enterobacteriaceas osa positi-
VBB - e 2% 10 Ix10?
Eoeolifg .o oo S} 0
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Prateriradas
Favieriradoy con adicioney
N {asierizaday
Staphylococus aureus/g ........... Sx 10 $x10
Salmonella/25 g ............. ... Q0 0
Shigella/25 g ......ccooveeennnn. 0 0

Cuarta.-Méiodos de andlisis.
1. Recuento total de microorganismos acrobios revivificables,

Es la determinacién del namerc iotal de microorganismos
aerobios revivificables por gramo o mililitro de alimento.

Material:

- Pipetas estériles de 1 ml.

— Placas dc Petri estériles de 90 mm de diameuro.

~ Esinfa de cuhivo.

- Cuentaciones.

Medio de cultivo;
Medio Plate Count Agar (PCA).

Compesicion:
Taptona ... .. ... ... e 5 g
Extracio de levadura ... 25¢e
DEXIIOSA ..o lll’ g
Ag!ua destilada LTI 000

Disolver los ingredientes por calentamiento. Ajustar ¢l pH a 7.
Distribuir en tubos o matraces y esterilizar durante veinie minutos

a 121°C,

Técnica: Cada mucestra se hace por duplicado, empleando dos
series de placas. . )

A parur de Ia «serie de diluciones decimales», con pipeia estéril
de | ml, se pone esia cantidad d¢ cada una de las diluciones
decimales en otras tantas placas de Petri estériles. A continuacién
se vierten 15 ml del medio de cultive, previamente enfriado a
47 C, sobre cada una de las placas. 5S¢ mezcla suavemente,
moviendo la placa varias veces en un sentido y otras tanias en ¢l
sentido conwrario. Se dejan solidificar v se incuban en posicién
a 31°C, duranie setenta y dos horas.

Pasado el tiempo de incubacién, se¢ cuenta el nimero de
colonias que han crecido en el medio, solamente en aquellas placas
que con n entre 50 * 150 colonias. El ndmero de colonias por
gramo o mililitro de alimento se calcula mutiplicando el nimero de
colonias contado por €] factor de dilucidn de 1a placa.

2. _Investigacion y recuento de enterobacteriaceae lactosa posi-
tiva (Coliforme).

Numeracidn de coliformes:

Es la determinacion del mimero total de «coliformess por
gramo o mililitro de alimento. :

1. Numeracién ¢n placa. Técnica de numeracién sobre medio
VYRBG (Violet-Red-Bile-sgar). '

Material;
- Pipetas de | ml estériles.
- Placas de Petri estériles de 90 mm de didmetro.

- Estufa de cultivo,
- Cuentacolonias.

Medic de cultivo: YRBG {Violew-Red-Bile-Agar).
Composicién:
Extracto de levadura ... ..
Peptona
Cloruro sidico ..
Sales biliares ....
Lactosa .........

Rojo neutro .. ..
Cnstal violeta ...

.................................. 1000 ml

Disolver por calentamiento. Ajustar ¢l pH a 7.4. Maniener en
ebullicion durante dos minutos. No necesita esterilizacion en
autoclave. Para su uso se debe enfriar a 45°C.

Técnica: A partir de la «serie de diluciones decimalesw, y por
duplicado, sz adade 1 ml de cada dilucién sobre placas de Petri
estériles. En cada placa se vierten 15 m! del medio de cultivo
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VRBG a 45* C. Mezclar cuidadosamente. después de Iz solidifica-
cién del medio, s¢ vierien sobre cada place 3-4 ml del mismeo
medig de cultivo licuado, estéril, para evitar el crecimiento en
superificie y la extensién de las colonias, haciendo asi mas ficil la
numeracién de lay mismas. .

_Las placas, en posesién invertida, s¢ incuban a 31" C durante
veinticuatro horas.

Las colonias de ecoliformess aparecen en este medio con
tonalidad rojo pdrpura y rodeadas de una zona de precipitacién de
las sales biliares.

Para numerar los coliformes por esta técnica, se eligen las placas
que contengan entre 33 y 150 colonias caracter{sticas. El ndmero de
colonias contadas y confirmadas se multiplica por el factor de
dilucién de la placa, obteniendo asi ¢) mimerg total de «coliformes»
por o ¢ milimetro de alimento.

tas colonias deben ser confirmadas como «coliformes», para
lo cual sc toman dicz colonias representativas de cada tipo
caracteristico mmcmbm cada una de ellas sobre caldo BGBL. con
campang Dur] . Incubar & 31° C y examinar a las veinticuatro-
cugrenta y ocho horas para comprobar si se ha formado gas.
Solamente las colonias que han dado lugar a la produccién de gas
se consideran «coliformess.

2, Numeracién en tubos. Técnica de! ndimerc mds probable
{NMP} sobre medic de cultivo caldo Jactosado-biliado al verde
briliante {(BGBL).

Material:

-~ Gradillas,
- Pipetas de 1 mi esténiles.
- Estufa de cultivo.

Medio de cultive: BGBL {caldo lactosado-biliado al verde
brillante}.

Composicion:
Peptona ....... ... 10 B
Lactosa .............................. 10 3
Bilis de buey .............. .. ... 20 g
erde brilante ............ R 0,0133 g
Agua destilada . ...................... A 1.000 ml

Disolver. Ajustar el pH a 7.4. Disinbuir en tubos con cam-
paiazail)(t:xrhnm a razdn de 10 ml. Esterilizar durante veinte minutos
a *C.

Técnica: Se preparan tres series de ires tubos conteniendo
medic BGBL con campana.

A cada tubo de la primera serie se le afade 1 ml de [a dilucidn
del alimento al 1:10. cada uno de los tres tubos de la segunda
seric se pone a | ml de la dilucién at 1:100, haciendo lo mismo con
tloi %%os de la tercera serie, a los que se adade | ml de la dilucion

Los tubos de las tres serie se incuban a 31° C, leyvéndose los
resultades a las veinticuatrocuarenta y ocho horas. Los que
presenten gas se consideran positivos, efm‘xmero de «woliformes»
por gramo o mililitro de alimento se lee en las tablas de NMP.

NUMERO MAS FROBABLE DE MICROORGANISMOS

POR GRAMO O MILILITRO. UTILIZANDC TRES TUBCS

SEMBRADOS CADA UNO CON UN MILILITRO DE DILU-
CIONES 10-4, 10-2 Y 103

Tubos itivos
posi INMP por grame
w2 ey | ° o
0 0 o 3
th 1] t 3
0 1 ] 3
i 0 0 4
I 0 1 7
13 1 ] 7
i 1 l il
2 0 0 9
2 Q 1 14
2 1 0 15
2 i ! 20
2 2 0 21
pi 2 1 28
3 ] 0 23
3 0 1 39
3 t 2 64
3 ; 4] 43
3 1 1 75

Tubot positvos
NMP por gramo
o mbbire

1wl | 162 | el

120

93
150
210
240

460
1.100
2.400

G Lk G L W L L L.
A G L Bt B B B e
SRl L] ]

3. Identificacion Escherichia coli:

Consiste en poner de manifiesto la presencia de E. coli mediante
identificacién por técnicas adecuadas.

Matenal:

- Bafio de agua regulado a 45° C con 1apa.
- Estufa de cultivo.

- Pipetas estériles.

~ Asa de cultive,

Medio de cultivo y reactivos:
a) Caldo EC con campana:
Composicion:

Triptona
Sales biliares . ... ... . ...l
Lactosa .
Fosfato dipotdsico
Fosfato potdsico
Cloruro s&dico . ... ... . ... ...
Agua desiilada

Disolver por calentamiento. Ajustar ¢] pH a 6.9. Distribuir en
tubos con campanz Durham a razén & 10 ml por tubo. Someter a
esterilizacitn en autociave durante 15 minutos a 121°C.

T
o o o2 00 0% 06

RO
LY.

b) Agar Levine:

Composicidn:

Peptlona ... ..ot i e 10 8

Lactosa .................. .o 10 B

Fosfato dipotasico .. ... ... ...l 2 g

BOSIOA .. ..... ... . e 04 g

Azul de metilene . ... .. e . (5),065 g
............................................. g

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

Disolver. Ajustar el pH a 7.1. Distribuir en tubos o matraces y
esterilizar en autoclave durante guince minutos a 121°C,

c) Agua de tripiona (1W)
Se usa el agua de triptona (TW), segin la siguiente formula:

Trptoma . ............ g
Clorurg sodico ... . ................... ... 52
Agua destitada ... ... ... L -1.000 mil

Disolver, Ajustar et pH a 7.5, Mezclar y distribuir en tubos de
ensayo de 160 x 16 mm, a razén de 9 ml por tubo. Esterilizar en
autoclave durante quince minutos 3 121° C.

d) Plate Count Agar (P, C. A}

Composicidn;
Trptona .......... .. . 5 g
Extracto de levadura ... ... ... .. .. .. ... . .. - 25g
Dextrosa .. .......... ... . 1 g
ABAT L 12 g
Agua destilada ..., .. . ... 1.000 ml

Disolver los ingredientes por calentamiento. Ajustar el pH a 7,

Diftirliyt(l:ir en tubos o matraces y esterilizar durante veinte minutos
a '

¢) Caldo MR-VP:
Composicidn:

Peptona
Glucosa
Fosfato Qipotisico
Agua destilada
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Disolver. Filtrar. Ajustar pH a 6.9. Distribuir & eazdn de 10 mil

y ?grlgetér a asterilizacién en autoclave durante quince minutos
a

f) Caido citrato de Koser:

Composicidn:
Fosfato sodico aménieo ............................ .5
Fosfatlo monopotfisico ............................. 1 g
Sulfato - 02g
Citrato sodico ........ ... .. l 3

Dasolver. Ajustar e
uﬂfgs de ensayo y
2

i} Equipo d¢ coloracién de Gram.
Reactive de Kovacs:

Haﬁ? Distribuir a razén de 10 ml en
€n auteclave durante quince minetos

Compeosicién:
Pmdxmeulamnohmzaldchldo 52
Alcohol amilico . 75 m)
Acido Clothtdrico ... ..uoree o 25 ml

Disolver el tilaminobenzaidehido en el alcohol y

paradime
dmdlr] 3 lentamente el dcido clorhidrico. Maniener a 4° C al abrigo
c 1a luz.

1) Reactivo para la prucba de Voges-Proskauer:
Solucidn A:

Solurién B:

Hidréxido potasico ............ ... .. ... .. .. ...
Agua destilada .... ........ T

5K
100 ml
40
100 mi
Creatinina

7} Indicador rojo metilo:
Composicién:
Rojo metilo 0,10 g

Alooholdegﬁ"...,.,.,.,..‘....,..__.‘...,_'::_':::: 300 ml
Agua destilacda hasta completar | 500 ml

Dnsolver ¢l colorante en el alcohol y completar hasta 500 mi con
‘¢l agua destilada.

Técnica: Los tubos de BGBL con campana Durham
muesiren gas después del periodo de incubacion cuando se emplea
la técnica del NMP se agitan suavemente, y con asa de cultivo de
tres mm de didmetro s¢ sicrmbran sobre tubos que contengan medio
EC con campana. Estos tubos s¢ incuban duranie cuarenta y ocho
horas en bafo maria regulado a 457 C. Después de veinticuatro
horas de incubacién se examina para saber si hay produccico de gas
y, en caso negativo, s¢ mantienen hasta las cuzrenta y ocho horas
para hacer la lecturg definitiva.

De los tubos con gas el calde EC sc siembra con asa de cultivo
sobre Agar Levine para obtener colonias aisladas. Las placas se
incuban veinticustro horas a 37° C, Las colonias camacicristicas de
E. coli presentan un centro oscurp, con © sin brillo metdlico.

Las colonias sospechosas crecidas en Agar Levine s& ssernbraa
sobre tubos de PCA indinado v se someten a incubacion durante
dieciocho-veinticuatro horas & 37° C. Este cultivo se uuliza pars
estudio de las caracteristicas morfoldgicas y tintoriales del germen
Y para las pruebas bioquimicas,

Comprobadas por observacion microscépica las caracteristicas
morfolégicas y unlonalcs de la cepa estudiada {bacilos cortos Gram
negativos) se realizan las pruebas bicquimicas: Indol, ecetil-metil-
carbinol (Voges-Proskauver), rojo de metilo y utilizacién del citrato!

a) Formacidn de indol (I): A partir del crecimiento sobre PCA
s¢ siembra un tubo de agua de triptona , incubando veinticua-
tro horasa 37 C A contmuac:én se le afiade un m] de reactivo de
Kg;acs En caso positivo aparece un anillo rojo en 1a superficie del
medano.

b) Prueba de Voges-Proskauer (V): Se siembran dos tubos del
medio MR-VP pur cada colonia n tificar, incubable a 37°C
durante cuarenta ¥ ocho horas. En uno de los tubos se investiga la
presencia de aoeul-meul-carbmol con ¢ otro twbo se realiza
posteriormente Iz prueba del rojo ‘de metilo,

Parg detectar el acetil-metil-carbinol se adade al tubo 0,6 ml de
la solucién A y 0,2 ml de la soluci6n B. Agitar, y para intensificar
Ia reaccion se afiaden unos cristales de creatinina. Se hace la lectura
a 1as cuatro horas La reaccidn positiva revela un color rojo. :

¢} Prueba del rojo de metilo {M): En ] tubo restante conie-
niendo un cultivo en MR-VP se afiaden 0,3 ml de la solucién mojo
de metilo Una prucba positiva s¢ manifiesta por una coloracién
t

d) Utilizacidén de citrato (C) A partir del crecimicnto en PCA
se siembra una pequciia canti sobre caldo citrato de Koser.
Incubacion a 37° C durante cuarents y ocho horas. La reaccién cs
positiva cuando aparece turbidez del medio.

Los cultivos que den lugar a formacion de gas, sean bacilos
cortos Giram negativos y que la pmcba IMVIC sc ajuste a:
++——~ 0 -+ -~ se consideran E. Coli

PRUERAS IMViC

v -
ol | R | prowaser | 9e'atse
Shigella .. ... ... .. . b + - -
Eschenichia ... ... . +* + - -
Salmonella - * - *
Anzona .. .......... ... - + - *
Ciwobacter . . ... . - + - +*
Klebsiella ... .. .. . .. s - + +
Enterobacter ... ....... - - + ¥
Serratia ... . - - + +
Hafnia .. .. - - + *
Proteus .. + + - +
Providencia + + - +

d} Identificacion dec St. aurcus:

Es la determinacion de la presencia ¢ ausencia de St aureus por
gramo o mililitro de alimento.

4. Recuento de Staphylococus aurcus (St. aureus):

Es el nimero de 51. Aureus por gramo o mililitro de producto
cuando s¢ emplea un método adecuado.

Material:

- Pipetas de un ml estériles.

~ Placas de Petri estériles de 90 mm.
— Asa de cultivo.

Asa de vidrio.

Gradillas.

Estufa dc cultivo.

Mzedio de cultivo ¥ reactivos:

a) Medio Giolitti Cantoni:

Composicion:
Trplona . ... . e
Extracto de carne .
Eatracto de kvadure ..
Cloruro de o
Mani

b
w‘—-ucmuuc

[ L)
£ 9 v 00 £ 0% 0 0¥ 09

é

Disolver por calentamiento hasta ebullicién. Ajustar 2l pH a

| 6.9. Distribyir a raz6n de 19 ml por tubo. Esterilizar durante veinte

minutos a 121° C. Enfriar ripidamente y afiadir a cada tubo 0,3 mi
gf ur}g solucidn de telurito al 3,5 por 100, esterilizada por
tracidn.

b} Caldo extracto cerebro-corazén (BHI).

Composicion:
Peptond ... .........oiiiiiiiiiiiiii e 10 ¢
Extraclo cerebrp 1ernem ... ... ... 125¢
Extracio corazdén de boey. ... ........... . ... S 8
Glucosa .. ... 2 g
Clorure sodico...............ooooiii o 5 g
Moaohi no fosfato sodico..................... 258
Agua destdada. ... ...l 1.000 ml

Disolver por calentarnienio hasta ebuilicién. Ajustar e pH a
7.4, Repartir ¢n tubos de ensayo @ razdn de i0 ml. Estenlizar
a 121" C duramie 20 minutos, Sc CORSETva varios meses en
refrigeracién. )
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¢} Medio Baird-Parker.
Composicidn;
TOAPODA ... ... e

—

Agar
Sol. sulfametazing 0,2 por 100.....................
Agna destilada . ... 1.000 mi

Disoiver por calentamiento. Aﬁ_}"ustar el pH a 6.9. Esterilizar
durante 20 minutos a 121* C. Enfriar a 50" C y afiadir 50 ml de
emulsion estéril de yema de huevo y 3 mi de solucion de telurito
potdsico al 3,5 por 100, esterilizada por filtracién. Mezclar bien.
Repartir en placas de Petri.

Para preparar la solucién de sulfametazina se disueiven 0,5 g de
sulfametazina pura eb 25 m! de hidréxido sédico n/10 v se
completa hasta 250 mi con agua destilada. Esta solucién se
al medio, antes ¢ despuds de ser sometido al autoclave.

d) Parafina punto de fusion 42° C-44° C,

b b
ucui;E—uc
aﬂhﬁ LR R -2 ]

e} Agar DNsa,

Composicidn:
TAPIONE ... ... .. 20g
Acido desoxirribonucleico............... ... ....... 22
Cloruro sodico................cocoiiiaii . l; B

: S R e O 3
Agua destilada................. 1.000 mi

Disolver por calentamiento. Ajustar e} pH a 7.3 Distribuir a
razdén de |5 ml y esterilizar en autoclave 15 minutos a 121*C.
Preparar placas de Petri.

f) Plasma de congje con 4cido etitodiaminotetracético
{EDTA).

El plasma EDTA no da reacciones de coagulasa falsas por los
gérmenes que utilizen citratos. _

E) Solucién de dcido clorhidrico IN.
} Solucién de azul de toluidina.

Composicidn:
Azul de toluidime. ... .. ... lg
Agua destilada...... D 100 mi

A) Técnica para investigacion de presencia o ausencia de 5.
aureus.

Esta técnica se usa cuando $¢ sospecha la existencia de mis de
100 St. aureus por gramo o mililitro de alimento.

De la soluci6n madre se siembra | mi, por duplicado, sobre ¢l
medio Giolitti Cantoni. Cubrir el medio sembrado con una caga de
2-3 cm de parafina estéril, licuada previamente. Incubar a 37°C
24-48 horas. Al cabo de este tiempo los cultivos que presentan
coloracién o precipitado negro se consideran presuntamente posill-
vos. Et caldo Giolitti Cantoni contiene telurito, glicina y cloruro de
litio, que son inhibidores de microorganismos no Staphylococus
coagulasa positives. Por otra parte el telurito es reducido a weluro
solamente por los mismos microorganismos, dando como reaccién
¢l ennegrecimiento del medio, Estc medio es de enriguecimicnto.
Si se produce ennegrecimientc del medio Giolitti Cantoni, sc
siembrz 0,1 mi de los tubos ennegrecidos sobre ¢l medio Baird-
Parker, diseminando con asa de vidrio estéril. Las placas sembra-
das incuban ¢n posicién invertida, a 37° C durante 48 horas como
miximo. De las placas que presenten colonias caracteristicas
negras, brillantes, convexas, rodeadas de una zona clarz que pueds
ser también parcialmente opaca, s seleccionan 5 colonias para
Hevar a cabo su confirmacion bioquimica.

B) [nvestigacidn del mimere mds probable (NMF) de St
aureus. .

Este método se aconsgja cuzndo se sospecha la existencia de
menos de 100 St. aureus por grame o mililitro de alimento,

A partir d¢ Ia gseric de diluciones decimalesw, s¢ siembra | mi
de la dilucién 107 en una serie de tres 1ubos conteniendo el medio
Giolitti Cantoni. De Ia dilucién 10™ se siembra 1 ml en cada ano
de otra seric de tres tubog conteniendo ¢l mismo medio, ¥y
finalmente, de la ditucién 1077 se siembra I ml en cada tubo de otra

serie de tres tubos, Una vez sembrados, todos los tubos se cubren

con una capa de parafina previamente fundida y, una vez solidifi-
cada #sta, se someten & una incubacién a 37° C durante 48 horas.
Los tubos #n loa que aparezca ennegrecimiento def medio 2l cabo
de este tiempo sc resiembran en placas de Baird-Parker, incubdn-
dose a 37* C durante 48 horas. El aimero de gérmenes viens dado

por las tablas del M,mﬁzhp@qmmh&gmnﬁm
positivas. Las colonias gue mostrado un crecimiento caracie-
ristico ¢n ¢l medic Baird-Parker se pasan aisladas a caido BHI para
confirmacién bioguimica d¢ las mismas. Para esta confirmacidn se
suelen seleccionar § colonias caracteristicas.

C) Recuento de colonias de St. aureus en placas.

A partir de 12 «serie de diluciones decimales», se siembra 0,1 m!
de cada ditucién sobre otras tantas placas de Petri conteniendo
medio Baird-Parker y extendiendo perfectamente con asa de vidrio
estéril. Una vez seca la superficie sembrada, s¢ incuban las placas
en posicién invertida a 37°C durinte 48 horms. Observar el
creaimicnto caracteristico de las colonias sobre este medio. Se
seleccionan 5 colonias tipicas para su confirmacion bioquimica.

_Por esta técnica, e} numero de colonias referidas a_gramo o
mililitro de alimento viene dado por el recuento de colonias tipicas
cpénﬁrmad.as bioguimicamente multiplicado por el factor de dilu-
cién.

D) Pruebas de confirmacion bioguimica.

Coagulasa; Cada colonia caracterfstica seleccionada en ¢l medio
de Baird-Parker se siembra sobre tubos conteniendo medic BHI
Incubar 4 37° C durante 20-24 horas. .

A 0,3 ml de plasma de conejo contenido en tubos estériles de
10x75 mm se le afiade 0,1 mi de cultivo obtenido sobre BHI
Incubar a 37" C y examinar si se produce corgulacién del plasma
en ¢l transcurso de 6 horas, . .

Descoxirribonucleasa (DNsa): A partir de colonias caracteristicas
sobre Baird-Parker se siembra en estrias radiales sobre 1a superficie
del agar DNsa. Incubar a 37° C durante 18-24 horas. Al cabo de este
tiempo, cubrir ¢l medic con solucién de dcido clorhidrico y esperar
unos minutes. La reaccin es positiva si los cultivos presentan una
zona transparente sirededor. S¢ puede usar como reactivo azul de
toluiding en vez de icido clorhidrico; en esie caso, la reaccion se
considera positiva si aparece una coloracién rosada alrededor de la
estria.

_ Si_las prucbas confirmativas son positivas, scgin técnice des-
crita B, se emplea para conocer ¢f numero de gérmenes por gramo
o milititro de alimento, ia tabla de] NMP. .

En el caso de recuento en el nimero de colonias
caracteristicas se multiplica por ¢l factor de dilucidén de la_ Flaca y
zsjcifra obtenida es el aamero de colonias por gramo ¢ mililitro de

mento. '

Las prucbas de confirmacién se deben hacer, simultineamente,
con cepas coaguladas y DMNsa positivas y negativas, como control.

5. Investigacién de Salmoneila.

_Es la determinacién de la presencia o ausencia de esios
microorganismos por métodos adecuados.
- Gradillas,
- Pipetas de 1 mi estériles.
~ Estufz de cultivo,
- Asa de cultivo,

- Placas de Petri de 140 mm de didmetro.
- Placas de Petri de 90 mm de didmetra.

Medioa de cultivo, reactivos y astisueros:

ﬁm‘ peptona tamponada.

edic Muller-Kauffmann al tetrationate.

Medio selenito verde brillante (Stokes y Osborne).
Agar verde brillante-rojo fenol {BGA modificado).
Agar desoxicolato citrato.

Agar Hekioen,

Agar lactosa bilis cristal violeta-rojo neutra (VRB).
Agar hierro triple azdicar (TSI).

Agar urea (Christeqsen).

Agar hutriente semisélide.

Soluciéa salina. L o

Medio para decarboxilacién de fa lisina.

Reactivo beta galactosidasa, -

Reaccidn Voges-Proskauer,

Antisueros especificos.

A) Preparacidn de agua de peptona tamponada.
Compaosicién:

PeplOna .. ... i 10 g
orure sbdico. . ... ... 5 g
Fosfato disddico hidratade (Ng, HPQ, 12H;0).... 9 g
Fosfato_monopotdsico (KH, P(S‘) .................. L,5g
Agua desn]a£ ..................................... 1000 ml
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Disotver por calentamiento, Ajustar ¢l pH a 7. Repartir en Disobver.

matraces de 500 m] a razén de 225 ml. Esterilizar 20 minu- Solucién 1I:

tos a 121°C. ucién 1L e
B} Medio Muller Kauffmann al ietrationato. %fo;f::glag;p? swo s LO00
: o E{iwlfaerr'd partes de {a solucién } y tres pantes de 1a solucion

icion: ezc 08 solucitn

; Composiaon 5 Il para obtener una solucién con un pi\-'l_ 7. .

LAURCIO Q6 CAIBE...... .. e 10 g Solucién de verde brillanie. Composicién y preparacién como

3&33:""""'"""'Iﬁf'ﬁ'.'.ﬁﬁ'.'.]'.ﬁﬁi'.f'.'_'_fﬁﬁ'_'. 3 g | solucién de verde brillante.

E:?;onam cilcico....... ... R lmg,ms gm 3 Solucién de verde brillante:
Mezclar y hervir hasta fn disolucién de los componentes. @mp?s‘ﬂéﬂi os

Esteriiizar 20 minutos a £21° C. Verde brillante ... ... ... i oo gn ,
2. Solucion de tiosulfate sodico. ABMR . oot s e

Composicion:
Tiosulfato s6dico. ... ..cooiooiiii i 50g
Agua hasta volumen fimal. ... 100 mi

Disolver ¢! tiosulfato ¢o una parte de agun; diluir hasta et
volumen fina). Esterilizar 20 minutos a 121 C.

3. Solucién de ioda:

Composicitn:
}'ﬁo e %{gg
uro SICO . ..t eaerae e
Agua hasplg volumen Gnal ...l 100 mi

Disolver el yoduro potdsico en un volumen minimo de agua y
afiadir ¢! yodo. Agitar hasta disolucidn completa y poner cn envase
opaco bien cerrado.

4. Solucion de verde brillante:

Composicidon:
Verde ballanie .......... ... L iaeie. 053
Agua ............ . 100 mi

Afadir el verde brillante al agua, Mantener ia solucién un dia
en oscuridad para que se produzca la antoesterilizacion.
5. Solucion de bilis de buey:

Composicion:
Bilis de buey desecada .............. . ... ... 10 g
Agus .. ... e e e 100 m)

uDlis%}ver la bilis en agua por ebullicion. Esterilizar 20 minutos
a *C. -

6. Medio completo:

Composicidn:
Base (b.1) . 500 ml
Solucién tiosulfato sédico ... ... 100 ml
Solucion de yodo ....ovvivi i 20 mi
Solucién verde brillamte ........... ... ... ... ... 2 mi
Solucion bilis de buey . ... ...l 50 ml

Afadir a la base, asépticamente, fos demds ingredientes en el
orden expuesto. El medio completo se disiribuye 8 razén de 100 ml,
asépticamente, en matraces estériles de 500 mi de capacidad.

Almacenar a 4° C ¢n ocuridad en el transcurse de una semana.

C) Preparacion del medio selenito verde briflante {Stokes y
Osborne).

1. Medio base:

Composicion:
Peptona ................ . e 5g
Exiracto de levadura ... ... 5§
Manitol ... 5g
'é:!urqcola%od sédico s }‘ 2
enito sodice hidrogenado ............. ...l g
Agua destifada ......... ... ... 900 mi

Disolver los cuatro primeros ingredientes en agua por ebullicion
d?{rant; cinco minutos. Después afadir ¢l selenito, Ajustar el
pHalT

Almacenar a 4° C en la oscuridad hasta su uso en &l transcurso
de una semana.

2. Solucién Buffer:
Composicidn:
Sotucion It

Ortofosfato  dipoudsico
Agua destilada

| Fosfato dis6dico hidrogenado

Afadir el verde brillante al agua. Mantener la solucion un dia
en oscuridad para que se produzca ia awtoesteritizacion. .

4. Medio completo:

Composicién _
Base (C1} ... .ovviiiiiiir i e 900 mi
Solucién Buffer .............. ... ..., s PR 100 mi
Solucién verde brillante . ... ... ... 1 ml

Adadir Ia solucion Buffer a Ia base. Calentar a 80° C. Enfriar y
anadir 1a solucién de verde brillante. :

El medio asi p do se reparte tn matraces de 500 mi
' egtérites & razdn de 100 mi. -

Se usa ¢l mismo dia de su preparacidn.

D) Preparacidn de agar verde brillante-rojo fenol (BGA)

Composicidn:
Extracto de carne
Peptona

Extracto de levadura
Laciosa

[

Cloruro S6AIC0 ...t n i e

Fosfaw sédico dihidrogenado
Rojo fenol ........... ...
Verde briflante . ... ... .l

b
<O
o

2
L |
06 OU 06 0% 95 g0 O 09 Do 06 0h

NEOOE OO w O

&
£
:
‘
;.

i

Disolver calentamijento. Ajustar €] pH a 7, NO NECESITA
AUTOCLAVE, Dejar enfriar hasia 50° C y verter en placas de 140
mun de didmetro, dejando solidificar.

Inmediatamente antes del uso, se sacardn las piacas cuidadosa-
menic en estufa a 50° C durante treinta minutos.

E) Preparacién de Agar desoxicolato citralo.
Composicion:

Extracto de CAIME . ... ... ... ..

Tiosulfato sddico .. ... ...
Citrato fémico ... .
Dexoxicolaio sédico
Rojo neutro
Agar
Agua

e 10 6 o0 O DO fu 9=

destilfada ............ . ... .. mi

Disolver por calentamienio. Ajustar ¢f pH a 7.3. Este medio es
sensible al calor, no necesita autoclave, se debe usar recién
preparado. Se vierte a temperaturz de 50° C en capa espesa sobre
placas de Petri de 90 mm de didmetro. Las placas han de estar secas
antes de su empleo.

Fy Agar Hekioen.

Composicién:

Peptona
Extracto de levadura
Lactosa

—
[ 0]
. im o oo o
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Cloruro sédico........................... ..., 5 g
Tiosulfato sédice ...,..........oi 5 B
Citrato férmico aménico .......................... L5 g
Fuchina dcida ................... .o .. 01 3

0,065 g

g

ml

Azul de bromotimol ... ... ... ... .. ...

Disolver por calentamiento hasta ebullicidn. Ajustar el pH a
7.5, Enfriar a 60° C y distribuir en placas de Petni estériles. No
necesita autoclave.

p I({}J)B) Preparacion de Agar-lactosa bilis cristal violeta rojo neutro

Composicidn:
Peptong ... ... i 1 g
Extracto de levadura ............................. 3 g
Lactosa ....... ..ottt 10 g
Cloruro sodico ..........ooviiiiiiin i i . g
Sales biliares ... ... . 1,5 g
ROJO REULTO .....oeitii it en 003 §
Cnslal VIOMEIA .. e lgl.OOZ ']
............................................. g
Agua destilada ..o 1.000 ml
Disolver por calentariento. Ajustar ef pH a 7. Distribuir el

medic en tu s o matraces 8 razén de 15 mi. Este medio no
nccesita esterilizacién. Si se prepara de antemano, no deberd
permanecer mds de una semana en refrigerador.

Las placas de 90 mm de dlimetroseprcmmnnpnm)'del medio
Heuado y dejdndolas secas en estufa a 50°C durante treinta
minutos.

H) Preparacién del Agar hierro triple azicar (TSI).

Composicién:
Extracrto de Carne ............o.cioiiiiiiiianns k| g
Extracto de levadura ............................. 3 g
Peptena ... 20 B
Cloruro s&dico 5 g
T 1) R 10 g
SaCAr0SA ... .. 10 g
L4 T O L g
Citrato EITC0 .. oo o e e 0 &
Tiosulfate sédico .. ...l 03 &
Ro_zo fenol ... e l{2),(]24 I
............................................. g
Agua destilada ... 1.000 mi

Disolver por calentamiento. Ajustar el FH a 7.4. Repartir en
tubos de l(ig0 16 mm, a razdn de 10 m! por wbo, Esterilizar
quince minutos & 121°C. Les tubos, para su solidificacidn, se
colocan de forma que se chtenga un fondo de unos tres cmde largo
¥ ¢l plano inc o la misma direccién,

1) Preparacion del agar urea {Christensen).

1. Medio base.

Composicion:
PEPIODA . ..oinoet ittt ia e 1 g
GHlIC08a ... 1 g
Clorure sodico ... oo . 5 g
Fosfato monopotdsico ............................ 2 £
Rajo femol ... ig,(.‘ll2 B

............................................ 8

Agua destilada .....................o 1.000 mi

Displver por calentamiento. Ajustar el pH a 6.8. Esterilizar
quince minutos 2 121°C.

2. Preparacién de la soluicién de urea.
Composicién.

Disolver la urea en ¢l agua Esterilizar por filtracién y compro-
bar la esterifidad.

3. Preparacidn del medio completo:

Medio base {i.1) ... 950 ml
Solucidn de urea ..........coooiiiiiiiii s 50 mi
Afiadir la solucidn de urea en condiciones asépticas sobre el
estériles a

medio base. A{'ustar el pH a 6,8, Distribuir en tu
razén de 10 mi por tubo, Solidificar en posicidn inclinada.

5 Preparacion de agar nuiriente semisglido.

Composicidn:
Extracto de carme . ......... ... e, 3g
313 0s) ¥ S R g g
ABAT . e B
ABUA .. 1000 ml
Disolver por calentamiento. Ajustar el pH a 7. Re un
matraces cuya capamdad no sea superior a 500 ml. Esterilizar

veinte minutos a 121° €. El medio recién preparado se distribuye
en placas de 90 mm, a razén de quince ml cada placa. Estas placas
no 5 Secan.

K) Preparacidn de solwcidn salina.

Composicién:
Cloruro s6dico ..............oio i Bz
Agua destilada ... 1.000 mit

Disolver ¢l cloruro sédico en agua por calentamiento. Ajustar et
pH a 7. Distribuir en matraces a razon de 100 ml, Esterilizar veinte
minutos 2 121°C,

L) Preparacién del medio para la descarboxilacion de la lisina.
Composicion: '

Extracto de levaduma ... ... .... e 3 g
Dextrosd .. ... ... i g
L-Lisima ... . e 5 B
Pﬁrpura de bmmocresol ......................... 0,015 g :
.......................................... m

Disolver por calentamiento. Ajustar ¢l pH a 6.8, Distobuir a
razén de 5 ml en tubos estrechos de 160 x 8 mm. Esterilizar diez
minutos a 121" C.

M) Preparacidn del reaciivo para beta-galactosidasa.

1. Solucién «buffers.

Composicion:
Ornofosfato de_hidrogenado ... .. B, 69 g
Solucion de hidréxido sédico, apronmadameme 0.1

N S S T 3 g
Agua destilada hasta un volumen final ............ 50 mt

Disolver el ortofosfuto en 45 mi, aproximadamente, de agua.
Ajustar el pH a 7 con {res mi, aproximadamente, de solucion de
hidroxido sédico. Afiadir agua hasta un volumen final de 50 mi.

Almacenar en refrigeracion.

2. Solucion O.N. P. G.

Composicién;
O-nitrofenil bc!a-D-ga!actopuanos;da {OON.P.G). 80 ml
Agua destilada 15 ml

Disolver ¢l O. N. P. G. en zgua a 30" C. Enfriar 12 solucidn,
3. Reactive completo.

Composicién:
Solucién s«buffer» ... ...l 5 mi
Solucién O. N. B. G .. ... e t5 ml

Afiadir s solucifin «buffers a 1a O. N. P. G. Almacenar el
reactivo completo en frigorifico, pero no mds de vr mes.

N} Reaccidn de Voges-Proskauer.

Ya descrita en prueba de Voges Proskauer. [Ver 3. Identifica-
cién Fscherichia coli, apartado «Técnica», punto b}]

N) Reaccién de Indol.

Ya descrita en formacién de Indol. [Ver 3. Identificacidn
Escherichia coli, apartade «Técnica», punto a).)

O}  Antisueros especificos.

Los sueros se obtienen comercialmente o en el lnstituto
«Pasteur.

- Sueros anti O:

Monovalentes,
Polivalentes.

- Sueros anti Vi,
- Sueros anti H:

Monovalentes,
Polivalentes.
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Técnica: La muestra represeniative debe ser, &l menos, de
éeot}z De cs5ta manera e una pesada, de distintas zonas,
B

Triturecidn y homogeneizacidn: El liquido de dilucién em-
pleado &n esta norma ¢35 ¢l agua de peptona tamponada. [Ver
apartado «Métodos de cultivo, reactivos y antisueross, punto a).}

mezclan 225 mi de agua de pcgtona tamponada con los 25 g de
almento. Se lleva al trturader-homogenerzador triturando entre
8.000 v 10.000 revoluciones por minuto durante dos minutos.

Si la muestra es mds pequefia se hace proporcionalments la
dilucién, teniéndolo en cuenta al dar los resultados.

El alimento triturado necesita un z;custe de pH entre 6-7,
particularmente en alimentos dcidos, donde la salmonella no puede
desarrollarse.

Pre-cnriquecimiento: El contepido def homogeneizador s¢ pasa
asépticamente a matraces estériles de 500 ml, por duplicado.
Incubar a 37° C entre 16 y 20 horas como méximo.

Enriquecimiento: Una vez incubado, passr 16 mi &1 matraz
conteniendo ¢} medio al tetrationato (Muller-Xauffmann) y otros
10 m! al medio selenito verde brillante.

E! medio al tetrationato sembrado se incuba cuarenta y ocho
l]:oras a ;_%:48’ C y ¢ medio al selenito durante cuarenta y ocho
OFas 4 .

Siembra en placas: Cuando la incubacién de ambos medios
alcanza veinticuatro horas se siembra a partir de cada uno, con asa
de cultivo, ia superficic de placas contenido: Agar-verde brillante-
rojo ferol (B. G. A.), agar-desoxicolatocitrato y agar Hektoen, con
¢! fin de obtener colomas aisladas {primer subcultivo), Incubar las
placas & 37° C dumante cuarenta v ocho horas.

Después de las cuarenia y ocho horas sc repite la siembra a
partir de los medios de enriquecimiento sobre los mismos medios

selectivos (segundo subcultivo), A las veinticuatro horas de incuba-

cion de las p se leen los resultados observando el aspecto de

las colomnias crecidas en cada medio:
Microomanismos |30 EReS (RAAS T AV SRS Agaz Helaoen

Salmonellaccae. | Colonias rojo|A las dieciocho |Colonias  azul

rosado con| horas, rosa ; , GO O
halo rojo. ilido a inco-| sin  centro

iors, que con;  megm.

el tempo, =

van haciendo

opacas mas

grandes y con

un punto cen-

tral gris a

DCEIO.

Shigella - En principio, | Colonias conve-
incoioras y| xas, verdosas
lucgs roszi de aspecie
palide. himedo.

Se 1oman colonias tipicas de cada medio y s¢ confirman, lo que
requiere cierta experiencia, ya que el aspecto de las mismas pucde
variar, no sélo de especie a especie, sing de 1okt a ioke de mecio de
cultivo. Pars este fin s¢ puede usar una prueba de
répida sobre porta poniendo en contacte kB colonia con un
antisuero Salmonella polivakente.

Confirmacion de las colonias sospechosas

Seleccién de las colonias sospechosas: De cada placa de medio
selectivo se escogen 5-6 colonias tipicas 0 0 05as .para ser
confirmadas.

Sembrar las colonias seleccionadas sobre la superficie de placas
de a&r lactosa-bilis-cristal vigleta-rojo neutro (V.R.B.) para obte-
ner aistadas, Incubar & 37° C veinticustro horas.

Se eligen las colonias no coloreadas (Jactosa negetivas) parz
confirmarlas bioquimica y seroldgicamente.

Confirmacion bioguimica

Siembra e incubacién del medio: Sembrar mediante asa de
cultivo, con colonias puras lactosa negativas, los siguicntes medios
de cultive:

Agar T.S.L: Sembrar en estria fa superficie def agar y por
ggﬁagura en el fondo. Incubar veinticuatro-cuarenta y ocho horas a

Lectura:

Fondo Superficie inclinzda

Amarillo = Fermentacién de glu- | Amarillo = Lactosa y/o sacarosa
coss. fermentads.
Rojo o sin cambio = No fermen- [ Rojo ¢ sin cambio = Ni lactosa
1acion de la glucosa. ] ri sacarosa fermentada.
Burbujas o grietas = Gas & partir -
de 1a glucosa.

Agar urea: Sembrar en ia superficie del agar inclinado. Incubar
cuarenta v ocho horas a 37°C.

Se hace la lectura. En caso positivo el color rojo fenol cambia
m r0Osa, y mds tarde a cereza intenso.

Medio para decarboxilacién de lisina: Sembrar exactamente
debajo del medio liquido. Incubar veinticuatro horas a 37°C.

1a reaccién positiva s¢ manifiesta por un color purpura.
Amarillo indica reaccién negativa.

Reaccién de Voges-Proskauer: Se siembra en ¢ medio MR-VP
Ia colonia sogpechosa [ya se ha descrito la 16cnica esta reaccion
con anteripridad. Ver 3. Identificacién Escherichia coli, apartado
«Técnican, punto b).]

Reaccidn del Indol: Sembrar sobre agua de triptona (TW) la
colonia sospechosa {ya se ha descrito 1a técnica para esta reaccién
con anterioridad. Ver 3. ldentificaci6n Escherichiz coli, zpartade
«Técnicaw, punio a).]

6. Investigacién de Shigelia:

. Esladeterminacion de la presencia o ansencia de los microorga-
BISMOSs pertenecientes a esie género por métodos adecuados.
Material:
- Gradillas,
~ Pipeta estériles de | ml
- Asar de culiivo,

- Placas de Petri estériles de 90 y 150 mm de digmetro.
- Estufa de cultivo.

Medios de cuitivo y reactivos:
a) Preparacion del caldo triptona soja {T.8.B.)
Composicitn;

TAPIONA ... ... e 17 g
Soja ... 3 ¢
Dextrosa ............o 258
Cloruro sddico ... 5 g
Fosfato dipotdsico ...................... 2,58
tilada ... 1.000 mi

.. Se disuclven los ingredientes por calentamiento hasia ebuili-
<ién. Se ajusta el pH 7,3 y se distribuye ¢l medio en mairaces de
500 ml, a razdn de 225 ml. Esterilizar en autoclave durante veinte
minutos a 121°C.

b) Preparacién del calde de enriguecimiento EE de Mossel
concentrado:

Composicion:

Lo Y- TR 20 ']
Fosfato sodico ... 13 2
Fosfato potdsico .............. ... ..o 4 B
0 4 1 10 3
Bilis de buey ...... ... ..o g
Verde brillante ...... ... ... s 0,027 g
Agua destilada ..., i mi

Disolver. Ajustar el pH a 7,2, Distribuir en matraces de 100 ml
a razén de 10 ml y calentar a «bafo Maria» a 100° C durante treinta
minutos. Enfriar a chorro de ague fria. Este medio a0 necesita
autoclave.

¢) Preparacién de agar xilosa-lisina-decarboxilasa (XLD):
Composicién:

Wt W

-

Extracto de fevadura ... ... .. . . .. ..o
Desoxicolato s8dico ... . e
Tiosulfato 36dICO ... .o
Cirato férrico amoniacal
Rojo fenol

£9 €5 E8 N3 LA I I LA L
% 09 49 U3 49 W0 0a 00 09 00

%'eoauu-
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Disolver por calentamiento, evitanto que éste sea hm
Enfriar inmedistamente en agua hasta alcanzar lot 50°C
aparecer un precipitado que no interfiere ni en el crecimients ni en
las caracterfsticas del germen. Se vierte sobre placas de Petri de 150
mm. Este medio, una vez preparado, presenta coloracién rojiza. No
precisa autoclave,

d) Preparacién de agar comuin:

Composicidn:
Trptoma ..........ccovioiiii 15g
Peptona de so miso .................................... Sg
Cloruro de sodio ... ... ... . ... ... ... lg £
............................................... g
Agua destilada ... ... e 1.000 ml

Humedecer el nﬁu durante quince minutos. Disolver por
calentamiento todos los ingredientes y llevar a ebullicién hasta su
completa disolucién. Ajustar et pH a 7.3, distribuir en tubos de
ensayo y estenilizar en autoclave durante quince minutos a 121° C.
Colocar los tubos para obtener agar inclinado.

¢) Preparacidn de agar Hektoen.

Composicién: . _
Peptoma ... ... i 12 . ¢
Extracto de fevadura...... ... ... ........... 3 'y
LACIOSR . ..t eiiieeeeas 12 8
SACAIOSA . . ...t iirr e 12 F
Salicina...............co 2 £
Sales biliares. ... ... ... 9 g
Clorure sédico................ e 5 g
Tiosulfato s6dico.............. cooeiiiiiinnoon.. 5 g
Citrato férrico amémico .. .............. . ... ... 1.5 ¢
Fuchina acda. .. ............... 01 g
Azul de bromaotimol .. ... 12,0155 g

............................................. g
Agua destilada ................. o 1.000 ml

Disolver por calentamiento hasta ebullicion. Ajustar |l pH a
7.5, Enfriar a 60' C y distribuir en placas de Petni estériles. No
necesita autoclave.

f) Preparacién de agar semisolido en tubo en U,

Composicidn;

Peptona........ ...l i 10g

Cloruro SOdiCO . ... gg
............................................... £

Asua destilada . . ... 1.000 ml

Disolver por calentamiento. Ajustar el pH a 7.2 y distribuir a
rarén de unos 10 ml en tubes con forma de U de 200 mm de
longitud y 10 mm de didmetro. Esterilizar en autoclave durante
veinte minutos & 121°C.

g) Preparacién de agar de Simmons para comprobar la asimi-
lar:'ién del citrato.

Composicion:

Sulfato magnésico . . 02 g
Fosfalo monoaménico. 1 g
Fosfato bipotasico................... ... I g
Citrato s6dico........... ... ... ..o . 5 g
Azul de bromotimol... .. .. ... .. ... lg,os g
.............................................. B
Agua destilada . ... 1000 ml

Disolver por calentamiento. Ajustar el pH a 6.8. Repamr en
tubos de ensayo y es durante veinie minutos a 121°C.
Dejar solidificar en posicién inclinada,

h) Preparacién del agar-hierro-triple amicar (T. S. L).

Composicion:
Extracto de €ame . .......... oo 3 g
Extracto de levadura.. ... ........... ........... 3 g
Peptona . ... .. e 20 g
mro sédico.. ... 3 B
Lactosa. ... e 1Q 2
LY 10 g
Glacosa . ..o e t g
Citrato férrico.. . ... .. ... ... 03 &
Tiosulfato sédico .............. ... ... 03 g
Rojo femol............... .. ... 1(21,024 g
.............................................. g
Agua destilada ... ... ... ...l 1.000 ml

Disolver l_i:»:1'fi:ct4m1em.e por calentamienio hasta ebullicion,
Ajustar el pH a 7.). Distmibuir en tubos, llendndoios 3 13 de sa
capacidad. Esterilizar en autoclave a 120° C durante quince miou-
tos. Dejar solidificar en posicion inclinada, de tal forma que quede
también un fondo profunde,

3 Preparacién del reactivo para la prucba de 18 citocromo-

Composicidén:
Clorhidrato. de N-dimetil-parafenilendiamina . .. ... 1g
Agua destilada ... L 100 ml

Esta solucién hay que prepararla en el momento del uso, pues
1o se conserva. En el momento de realizar la reaccidn de humedece
papel Whatman con unas gotas de reactivo y s¢ coloca sobre una
porta dentro de una placa de Petri, quedando asi preparado para
uso inmediato.

1) Preparacidon det medio para la utilizacién de azucires.
Composicion:

Peptopa tripsica .. ... ...... ... ... ... 2(; 5 g
Agar ......... O S g
Rojo femol ... ... .. ... .. 002 g
Agua destilada ... ... ... ... 1.000 ml

Disolver. Ajustar ¢l pEl de forma que al final sea 7,4. Repartir
8 razén de 12 ml en tubos de ensayo. Esterilizar quince minutos a
121° C. Este medic de cultivo, que estd exento totalmente de
a.zucan:s fermentest':lblcs, se emplen cuando se utilizan discos de

Pa impregnados en azicares para comprobar la fermentacion de
0s mismaos.

k) Preparacién del medic para la investigacién de la degrada-
ctén del malonato.

Composicion:
Extracto de levadura
Sulfato aménico ... ... ... .. ...l
Fosfato dipotdsica ... .. ...
Fosfato monopotisico
Clorure sédico .......... ...
Malonato de sodio
Glueosa ... .
Azul de bromotimel ........ ... .. ... ...
Agua desulada ... ... ... ... ... ... ...

Disolver por calentamiento. Ajustar el pH a 6,4. Repartir en
tubos de 120 x 12 mm 2 razon de 3 ml. Esterilizar en autoclave
durante diez minutos a 1t5° C. El medio tiene color amarillo
verdoso a pH 6,4,

1} Preparacién del medio de Christensen para determinacién
de la hidrélisis de la urea.

e

‘O

[ A1

L]
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§opwmcom-

Composicidn:

Peptona ............... ... ool i g
Dextrosa _.......... . .. ..o 1 g
Clorure sédico ... ... ... .. ... ... .. ... 5 £
Fosfato disdédico .. ... ... ... . e 1,2 g
Fosfato powdsico ... ..... ... .oieiiriiriiiinns 08
ROJO fenol . o 12.0!2 g

............................................ g
Agua destilada ....._. .. .. ... . ... 1.000 ml

Disolver por calentamiento. Ajustar ¢l PH a 6,8. Esterilizar en
autoclave durante veinte minutos a 115°C. Enfriar a $0°C e
introducir asépticamente 5 mi de solucidn de urea al 40 por {00
estéril, Mezclar bien y distribuir a razén de 10 ml en wbos de
ensayo estériles y dejar solidificar en posicidén inclinada.

m) Preparacién de caldo para determinacion de lisina decar-
boxilasa.
Composicidn:

Extracto de levadura ... ... ... ... . .. ........
Dextrosa
L-lisina
Porpura de bromocresol
Agua destilada

Disolver, Repartir a razén de 5 ml por tubo con ta

y esterilizar en autoclave durante diez minutos a 120°
n) Preparacién del medio al acetate de Trabulsi y Edwards.
Composicidn:

Clorurodesodio ... ........... ...............
Sulfato magnésico ..........

on de rasca
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Fosfato moncaménico

............................ 1
Fosfato dipotdsico i ﬁ
Acclato co ... l% g
Agua destilada I 1000 i

Disolver. Ajustar el pH a 7. Repartir en tubos a razén de 3 ml.
Eslti%ni'ilim.r en w}o%la\[e ‘llmada,m d%mf::; minutos a 121* C. Dejar
solidificar en posicién inc a
de 1 cm, E) tedio terminado tienc tonalidad verde,

Técnica: Para esta investigacién, ls muesira representativa debe
ser, como minimo, de 100 g. De esta cantidad se tomarédn 25& de
distinias zonas pars hacer el anilisis. La toma de la muestra se hara
con todas las precauciones asépucas. En el caso de alimentos
congelados, el debe ser & descongelacidn por
permanencia en frigoetfics, enire 2 ¥ 3° C, dumntie dieciocho horas
y, & continuacin, s¢ hara 1a woapa de I muoestra para ¢l andlisia

Una vez tomada Ia muestrs, y si ko requiere ol ahmento a
analizar, s¢ procederd a = trituracion-ho ZaCién,
empleando un triturador adecusdo. La tritwracidn hacerse
mezclando el producto ¢con una camtidad suficiente del diluyente
(T.S.B.} y una vez triturado, sc le i ri mis diluyeme:lﬁm
completar 225 ml. La mezcla asi obtenida s¢ mantiene durante dos
horas a temperatura de labomtorio, En esta fase se intznta
revivificar 1as posibles Shigelia y Salmonelia. Pasadas las dos horas,
se toman 10 ml y se siembran en un matraz conteniendo 10 ml del
medic EE de Mossel concentrado, El medic sembrado sc Neva a
estufa a 41°C durante veinticuatra horas. Esta es la fase de
o uedmm%:.lpm'iod de incubacitn, ir del medio de

ranscurrido ‘c| o de incu ¥ a partir del me
enriquecimiento EE de Mossel, s¢ siembra con asa de cultivo sobre:

- Placas de agar-xilosa-lisina-decarboxilasa (XLD),
- Placas de agar Hekioen.

Estos medios son selectivos para aislamiento de Shigeila y
Salmonella ya que eliminan gran parte de la flora que pueda
esloEr:ar ¢l crecimicnto de estos microorganismos.

el XLD 3¢ puede investigar la fermentacién de tres
azicares: Xilosa, lactosa y sacarcsa, €D ¢aso positivo, hacen
virar e} medio a color amartllo gracias al indicador rojo fenol. Ei
citrato férrico aménico sirve para indicar la formacién de sulfiuro
de hierro que s¢ manifiesta por un ennegrecimiento de las colonias.
Los gérmenes que decarboxilan la lisina se identifican por la
aparicion de¢ un color rojo plirpura alrededor de las colonias, como
consecuencia del aumento del pH.

En este medio las colonias de los distintos gérmenes crecen
como sigue:

MicToOrphnison Colooias
Shi . . , .
P;'h:)s:lléznm Cogm transparentcs, tenen color mjo del
Pseudomas. .
Salmonella. Colopias transparantes, tienen color rejo del
medio y, a veces, ceoiro negro.
Proteus. Colonizs transparentes, amarillas bordeadas de
¥ Ctniro DCgro.
%5::;‘ Colonias opacas, amarillas, rodeadas de amarillo.
Citrobacter. Calorias opacas, amarilkes, rodeadas de amarillo.
Kilebsiella. Colonias opaces, amarillas, mucosas, rodeadas de
smariflo v con halo de precipitacién.
E. Coli. : . .
Colonias opacas, amarillas, rodeadas de amarillo
Enterobacter. » irnilas, .
A:elromonas.r : y con halo de precipitacion.

En la composicidn del agar Hektoen intervienen tres azicares:
Lactosa, sacarosa y salicina; el indicador es el azul de bromotimeol.
El citrato férrico améaico s:guc teniendo en este medio el papel de
indicar la formacién de sulturo de hierro. El sistema indicador es
menos 16Xico que en otros medios, lo que favorece ¢l desarrollo del
género Shigella

El aspecto de las colonias en este medio es el siguiente:

Microorganismos Coloniss
Pscudomonsas. | Colonias irregulares, planas de tono verde a
marrdn.
Salmonella. Colonias verde azutado con o sin centros .
Shigella, Colonias convexas, verdosas, de aspecto humedo.

ue sz obtenga un fondo

Las colonias sospechosas por sus caracteristicas de crecimiento
sobre estos medios, s aislan y se siembran en tubos de agar comiin
inclinado o ¢n placas de agar comin. Incubacién a JT%Ihasta el
dia giguiente, Con ¢l crecimiento obenido en estos medios a partir
de las colonias aisladas, s¢ proceds 3 la identificacién de las
mismas, con la siguiente pauta;

- Estudio microscopico de los gérmenes, previa coloracién por
¢l método de Gram.

- Comprobecién de la motilidad.

- Prueba de la citocromo-oxidasa.
alini Modo de actuar sobre los aziicares; glucosa, lactosa, sacarosa,

1CINA.

- Prucba de la hidrolisis de la urea.

- Prueba para determinar la decarboxilacion de la lisina,

= Prueba para determinar la utilizacion de citrato.

- Prucha para investigar la degmadacion del malonato.

- Medio complementario para el estudio de Shigella.

AY Estudip de la morfologia de los gérmenés que integran las
colonias aisladas, previa coloracion por el método de Gram.

Se prepara un frotis sobre porta limpio y desen do, a partir
de una suspensién bacteriana del cultivo crecido sobre agar comin.
Ei fiovis debe ser fino y regular. Dejar secar a temperatura de

laboratorio. Fijar por ¢l calor de la
enfriar antes de imciar la coloracién:

- Se ?rooede a la coloracién con el colorante violeta de

ciana filtradc para evitar la formacién de precipitados y se le

ja actuar durante un minuto.

- A continuacién debe actur el mordiente (lugol), que se verterd
sobre ¢l porta una vez desechado el violeta de gencmna, sin
necesidad de lavado de agua. El tiempo de actuacién del mordiente
debe ser igual o algo mayor que el del colorante.

- La fase siguieme es la decoloracién con alcohol acetona, una
\'elzo desechado ¢l lugol, actuando hasta que el decolorante salga sin
color.

Al final de esta fase se hace un lavado con agua.

- La coloracién de fondo se hace con fuchina diluida al 1/10
dejandela aciuar unos veinte segundos y lavando finalmente con
agua. La preparacién ya coloreada se seca perfectamenie entre
papel de filtro.

= El frotis coloreado se examina al microscopio cmpleando
objetivo de inmersién.

a del mechero y dejar

Segin la coloracién de Gram, las bacterias se dividen en dos
grandes grupos:

-~ Gram positivas.

~ Gram negativas.

rel
cohot

_ Las bacterias Gram positivas conservan su coloracién
violeia dec gencianz después de ser decoloradas con el
‘acetona.

Las becterias Gram negativas s¢ decoloran con el alcohol
acetona y s¢ tifien por la fuchina en rosa.

B) Comprobacion de la motilidad.

Por esta comprobacion s¢ puede emplear el agar de cultivo
swemisdlido en un tubo en U, Se siembra por una de las ramas del
tubo, incubando 1 a 37°C durante veinticuatro-cuarents y
ocho horas y compraobande si los gérmenes que se han sembrado
tienden a alcanzar, en su crecimiento, la rama opuesta a la de la
siembra, lo que indica que el germen en cuestion es mavil. Si el
crecimiento se limita a la linea de siembra, el germen es inmdévil.

C) Prueba de la citocromo-oxidasa.

Como regla general, todas las Enterobacteriaceae son cito-
cromo-oxidasa negativas, asi que es fundamenial su investipacién
para clasificar un bacilo Gram- negativo dentro de esta familia.

Para esta prueba se usa papel impregnado de reactivo o las tiras
que s¢ venden en ¢l comercio. Estas tiras se ponen sobre porta y en
¢l interior una placa de Petri. Con pipeta de Pasteur cerrada en su
punta, se t0ma una porcidn de cultivo en agar comun y se extiende
sobre el papel impregnade del reactivo. Cuando las bacterias son
oxidasa positivas, aparece sobre ¢l papel una tonalidad marrdn
rojiza, que se va oscureciendo. Esio no ocurre con los gérmenes
oxidasz negativos.

D) Mode de actuar sobre los azicares: Glucose, lactosa,
sacarosa.

A partir del cultivo sobre agar comun se hace una siembra en
¢l medio agar hierro triple azicar, T.S.L, primero, abundantemente
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en la inclinacién el medio, y luego, en ¢l fondo por picadurs.
Incubar a 37° C de dieciocho & cuarenta y ocho horas,

En este medio s& manifiesia la fermentacidn de los azicares por
un viraje &l amarillo debido al indicador rojo fenol. Elegs se

la aparicién de burbujas o grietas en e medio de

cultivo. Los gérmenes que producen SH, dan lugar a un ennegreci-
mi¢nto, al formarse & de hierro,

La interpretacion de la manera de comportarse los gérmenes
sobre ¢f medio T.S.1. ¢s como sigue: -

Fando

Amaritlo: Fermentacién
de !a glucosa,

Rojo o sin cambio: No
ermentacidn de la glo-

cosa.
Burbujas o grictas: Gas a -
partir de la glucosa.

—_—

Amarillo: Fermentacion de la lactosa y
Sacorosa. ] :

Rojo o sin cambio: No fermentacién de
la lactosa ni sacarosa,

‘Comportamicnto de algunas Enierobacieriaceae en agar hierro
triple azricar {T.S.1.x

Especic Fondo Supethice inclinada SH,
Sh. dysenieriae, Amarillo, Sin cambio. Neg.
Sh. boydii. Amarillo. Sin cambio [Neg.
Sh. flexneri. Amarillo, Sin cambio. Neg.
Sh. sonnei Amarillo Amaritlo, viraje lento |Neg.
({bictipo 1) y sin
_ cambio (biotipe 2).
Sh. typhimurium. [Amarillo y gas. | S5in cambio. Pos.
Citrobacter. Amarillo y gas. | Amarillo. Pos.
E. Coli. Amarillo y gas. | Amarillo. Neg.

E) Modo de actuar sobre la salicina,

Esta determinacidn, asi como otras en las que se intente
investigar ol comportamicnto de los gérmenes sobre distintos
gricares, s¢ puede llevar a cabo sobre el medio para fermentacién
de azicares. Se procede del modo siguiente: Con una pinza estéril
s¢ introduce un disco im en salicina en ¢l intenior de un
tubo conteniendo agar blando exento de azicares. En este tubo se
hace una siembra por picadura, a partir del cultivo obtenido sobre
agar comin, teniendo Ia precaucion de hacer la picadura hasta la
mitad del medio, para que el fondo del mismo sirva de testigo.
Empujar ligeramente el disco para que_gquede cubierto wvnos 4
milimetros dentro del agar. Se incuba a 37" C y s¢ hacen leciuras
a partir de dieciocho horas y a intervalos regulares.

Cuando seugodme la tacion del azycar aparece una
tonalidad amanlo limén, primero a nivel del disco y después en
una zona mds amplia. cuando s¢ forma gas aparecen burbujas
atrededor del disco, en 1n superficie o a lo largo de la picadura
Cuando no hay fermentacién el indicador no hace virar el medio.
En ¢l caso de una bacteria alcalinizante la coloracién que aparece
es rojo grosella. o n

procedimiento descrito mﬂ la salicina se puede utilizar para
cualquier azicar, cambiando los discos impregnados con ¢l azticar
Que interese en cada caso,

- ¥)  Prueba para la determinacion de la hidrolisis de la wrea.

Por esta prueba se invesiiga la presencia de una ureasa en
algunos gérmenes, que interviene para transformar la urea en
carbonato aménico, alcalinizando los medios preparados a este fin,

Dei cultivo obtenido sobre agar comun se siembra abundants-
menie sobre la superficie inclinada del agar de Chistensen. Incuba-
cién a 37° C entre dieciocho y cuarenta y ocho horas. La hidrélisis
de 1a urea se manifiesta por una alcalinizacién del medio, que toma
tonalidad rosa y luego roja. Es aconsejable poner un tubo testigo sin
urea para com que la alcalinizacién no s debe a una
dcgraﬁmﬂn de la peptona que conticne el medio.

s G) Pruebas para la determinacion de la descarboxilacion de la
na. .

Muchas bacterias eisboran enzimas capaces de atar algunos
aminodcidos. Estos enzimas, descarboxilasas, actuando sobre la
lisina, en medio acido, |a transforman en cadaverina, que se detectz
por ¢l vimaje que se produce del amarnllo al violeta.

JPara realizar esta prueba se hace una suspensién en solucién
salina o en solucién Ringer al 1/4, n partir de un cultivo de
veinticuatro horas sobre agar comun. Cinco gotas de la sospensién
se sicmbran sobre el medio y se cubre este diitimo con una capa de
parafina esiéril, incubdndose a 37° C. Los tubos han de observarse
a diario durame cuatro dias. La aparicién de una tonalidad violeta
o roja violeta indica que ha habido utilizacién de Ia lisina v,
tanto, la reaccidén es tiva la permanencia de la tonali
amatilla del medio indica reaccion oegativa

H) Prueba para determinar la utilizacion del citrazo.

Algunas bacierias poscen un citrato permeasa que les permite
utilizar e} citrato como fucnte de carbono; por tanto, inicamente
los gérmenes que poseen esta caracteristica pueden crecer en un
medio sintético cuya unica fuente de carbono es el citrato sodico.
Para determinar esta particularidad se usa ¢l medio al citrato de
Siomons.

Para realizar 1a siembra sobre este medio se emplea un cultivo
obtenido sobre agar comiin, pero nunca un cultivo liquido, pues lo
mismo ¢l caldo que el agua de pepiona pueden Hevar elementos
nutritives que den lugar a resultados erréneos. E! indculo de
siembra debe ser escaso y se debe hacer una estria de siembra vinica.
E) medio sembrado se incubard 2 37° C durante veinticuatro horas.
Si al cabo de este tiempo hay crecimiento abundante con o sin
alcalinizacién (s¢ produce un viraje por liberacién de amoniaco con
la alcalinizaci6n) se trata de gérmenes citrato positivos. Cuando no
hay crecimiento a lo largo de fa linea de sieml los gérmenes son-
cilralos negativos.

I} Prueba para investigar la degradacion del malonato.

Es un medio completamentario la identificacién de Shige-
l1a. Para determinar la degradacién del malonato s¢ utiliza e io
sembrando en el mismo a partir de un cultivo sobre agar. Incubar
a 37°C durante setenta y dos horas. Los microorganismos malo-
nato positivos viran el medio a azul. Los malonatos negativos no
modifican ¢l medio.

3y Medio complementario para el estudio de Shigella

__El medio al acetato de Trabulsi y Edwards s¢ utiliza para la
diferenciacién entre Alcalescens-Dispar y Shigel]a. yabgue el estudio
bioquimice puede dar lugar & confusién. el 95 por 100 de las cepas
de Alcalescens-Dispar crecen en este medio mientras que las
Shigella no lo hacen nunca.

ALGUNAS PROPIEDADES CLAVE DE LA SHIGELLA

. Ciw- . ,

Genero Morfologia y coloracian | Movi- m Glucows Lac- | Saca; Isuicing| Urea | Lisina |Cliraso | Malo- | Medio
Shigells ................. Bacilo Gram npegativo..| - - [+ singas .. [~6+[-6+] - - - - - -
Alcalescens ... ... ....... Bacilo Gram negativo..| - ~ |+ singas ... | - - - - + + - +
Dispar .................. Bacilo Gram negative..| - - |+ singas ....| + - - + + - +
E. colianacrdgenos ...... - +6-| - |+, singas....| + |+&-|+0-| -~ + - - -

* Sh. Sonnei biotipo | ferments | q L

*  Algunas cepas de Sh Sonnct fermenian ia q di
A panir de una suspensién en solucida salina o solucidn Ringer
a_i/4, obtenida de un cultivo puro sobre agar comun, s¢ hace una
siembra saobre la superficie inclinada del agar al acetato de Trabulsi
ﬁEdwards. Incubar a 37 C durante cuarenta y ocho-setenta y dos
orag, Las cepas que degradan el acetato producen una elevacion
del pH del medio de cultivo, que vira su color verde original a azul.

La lectura se debe hacer dianamente duranie siete dias.
La identificacién de las Shigella se puede complementar con
prucbas scroldgicas, empleando sueros aglutinantes, sobre toda

para diferenciarlas de los Alcalescens-Dispar y E. Coli, que se
asemejan 2 las Shigella en algunos aspectos bioquimicos. De todas
formas, son de mds valor las pruebas bioquimicas que Tas serologi-
cas cuando se trata del género Shigella.

Nota: Dentro de 1a prictica de realizacién de todos los métodos
analiticos anieriormente expuestos, al fundir la muestra de helado
ga;mcsu :u}éhém s¢ mantendrd ésta como médxime diez minutos a

L4 i - "



