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I. Disposiciones generales

MINISTERIO
DE LA GOBERNACION

DECRETQ 607/1975, de 13 de marzo, por el que se
regulan las especificaciones microbiologicas a las
que han .de ajustarse las aguas mineromedicinales
envasadas. ‘

6408

El Decreto tres mil sesenta y nueve/mil novecientos seten:a
y dos, de veintiséis de octubre, por el que se regulan las aguas
de bebidas envasadas, aunque es de aplicacién parcialmente
a las aguas minero-medicinales, en virtud de lo dispuesto en la
dispasicién transiloria primera, nc es aplicable en su articulo
tercerc, que regula las caracteristicas del agua potable de ma-
nantial entre las que se incluyen las microbiclégicas.

Por tal razdén, una vez realizadcs por la Direccién -General
de Sanidad los estudics. analitices oportunos, se considera ne-
cesario- es’ablecer las exigencias microbiolégicas a las que de-
ben ajustarce las aguas minero-medicinales envasadas, regula-
das pcr el Decretc-ley de veinticinco de abril de mil novecien-
tos veintiocho.

En su virtud, a propuesta del Ministro de la Gobernacién,
oida Ia Organizacién Sindical, con el informe favorable de la
Comisién Interministerial parg la Ordenaciéon Alimentaria y
previa deliberacién del Consejo de Minisiros en su reunion del
dia siete de marzo de mil novecientcs setenta y cinco,

DISPONGO:

Articulo primero.—lLas aguas minero-medicinales envasadas
deberan cumplir las siguientes especificaciones micrcbiolégicas:

1. Parasitos y microorganismas patége-

TYOS  tentiireiiniiiiien e est et e re s erare s arnns Ausencia total.

2. Recuento total de mohos .. Ausencia en 100 ml
3. Recuento ‘de coliformes - Ausencia en 100 ml.
4. «Escherichia coli» ......c.coiiniririncennannnn, . [©\Ausencia en 100 ml.
5. Recuento de estreptococos (Estrepto- _

caco D de Lancefield) ...........cooeeeeni, Ausencia en 100 ml
8. Recuente de clostridium sulfito reduc-

Ausencia en 100 ml.
Ausencia en 100 ml.

[0 4T PSR ON
7. Pseudomona aeruginosa

Articulo segundo.—Uno. Desde la enfrada en vigor del pre-
sente Decreto todas las Empresas que comercialicen aguas mi-
nerc-medicinales procederan a estudiar la dinamica y distribu-
cién de la flora autotréfica de los manantiales, en el punto de
emergencia, duran’e un afio completo, para determinar en di-
cho periodo de tiempo las variaciones estacionaleés y climatolé-
gicas o de otro tipo que puedan afectarlas,

Dos. El estudio realizado debers presentarse, a su termina-
c%én, en la Direccién General de Sanidad, a efectos de constan-
cia en el expediente de registro y como base de posteriores
comprobaciones.

Articulo tercero.—Teniendo en cuenta que la multiplicacién
de la flora autotréfica es un hecho normal, los controles que se
hayan de realizar en muestras envasadas nc se referiran a la
cantidad de gérmenes presentes en el momento del analisis,
sino a la calidad de la flora encontrada. Las investigaciones
que’ se practiquen a tal fin se propondran la comprcbacién. de
que sélo estd presente la flora que se corresponde de manera
especifica. con el tipo de mineralizacién del agua estudiada y
que ésia carece, por consiguiente, de cualquier otra, cuya pre-
sencia pueda deberse a contaminacién procedente de los envases
o de las operaciones de llenado.

Articulo cuarto.—Los métodos analiticos aplicables a la va-
loracién de lias especificaciones contenidas en el articulo pri-
mero seran los resefiados en el anexo I. -

Articulo quinto.—Las diferencias que se produzcan en la in-
terpre’acion de los analisis microbiolégicos, efectuados por dis-
tintos laboratorios. seran resueltas oon base en el dictamen de
los servicios analiticos centrales de la Direccién General de
Sanidad (Centrog Nacional de Alimentacién y Nutriciéon y Es-
cuela Nacional de Sanidad).

DISPOSICION FINAL

El presen‘e Decreto entrara en vigor al dia siguiente de su
publicaciéon en el «Boletin Oficial del Estado».

DISPOSICION DEROGATORIA

Quedan derogadas cuantas disposiciones de igual o inferior
rango se opongan al conten?do del presente Decreto.

Asi lo dispongo por el presente Decreto, dado en Madrid
a trece de marzo de mil novecientos seten‘a y cinco.

FRANCISCO FRANCO

El Ministro de la Gobernacion,
JOSE GARCIA HERNANDEZ

ANEXO 1
Normas técnicas de analisis microbiolégico de aguas de bebida

1. CUIDADOS .TECNICOS SOBRE LA TOMA DE MUESTRAS Y ACON-
: DICIONAMIENTO DE LA MISMA

Es imprescindible efectuar-la toma de tal modo que se evi-
ten en el acto de lg misma contaminaciones extraias al agua.
Los recipientes que van a contener la muestra deben estar es-
tériles por la accion del calor. en autoclave a 120° C, durante
treinta minutos como minimo.

El agua tiene una acci6én autodepuradora mas acusada cuan-
do su contenido en sales es menor. La muestra debe situarse

.en ambiente frio, + 2°C-+'4° C, y procederse al analisis bac-

teriolégico.



29 marzo 1975

6469

B. O. del E.—Ndm. 76

Si se sospecha la presencia de cloro en el agua se debe con-
trarrestar la accién del mismo colocando en los frascos toma-
muestras hiposulfito sédico al esterilizarlos (0,25 mililitros de
la sclucion al 10 por 100 para frascos de 250 mililitros). Los fras-
cos deben tener una capacidad de 250 mililitres.

Las muestras de aguas de consumo envasadas seran siempre
envases cerrados del comercio.

1.1. Material.
FEl material de vidrio debe esterilizarse al horno Pasteur

180° C duran.e una. hora, sin llegar a carbonizar el glgodén gra-

so utilizado en el acondicionamiento (tapones).
Es necesario disponer de:

Pipetas de 1 mililitro terminales, graduadas en décimas.

Pipeias de 5 mililitros terminales, graduadas en mililitros.

Pipetas de 10 mililitros terminales, graduadas en mililitros.

Tubos de ensayc de 16 milimetros de ancho por 16 centimetros
de altura.

Tubos de ensayo de 22 milimetros de ancho por 22 centimetros
de altura.

Placas Petri con un didmetno uiil de 9 centimetros.

Placas Petri con un diametro Util de 6 centimetros.

Las placas Petri se envuelven en hoja de papel de filtrc o
papel de aluminio.

Las pipetas se montan en t‘ubos.

Si el papel de filtro y el ,algodon empleado en el acondicio-
namiento del material presenta signos de carbonizacion, no debe
utilizarse ese material, pues los productos resultantes de la car-
bonizacién iienen un fuerte poder antiséptico.

Debe controlarse la esterilizacién del material con la inclu
sién del papel indicador.

2. RECUENTO TOTAL DE COLONIAS
2.1. Medio de cultivo.

Peptona bactericlogica i 6 gramos.
Extracto de levadura .......ccocceeieniiiiviniinnnn 3 gramos.
ABAT it et e 15 gramos,

Agua destilada 1.000 mililitros.

Se disuelve la pepiona y el extracto de levadura en el agua
destilada, por calentamiento suave, Se afiade el agar. Se
lleva al autoclave durante 20 minutos a 120°C. Cuando el
medio se, saca del autoclave y estd a una temperatura aproxi-
mada de 50° C, se ajusta el pH a 7,2. Se reparie en tubos de
220 por 22, a razén de 15 ml. Se lievan al autoclave guince minu-
tos a 115° C, El pH final del medio debe ser proximo a siete. Se
conservaréd de preferencia en refrigerador (+4°C a 4 8°C),
preparandose la cantidad suficiente para un mes

Este medio es fundamental para el recuento de colonias y,
‘aun cuando pueda utilizarse agar nutrien'e deshidratado, que
suministran diferentes casas comerciales, debe siempre prepa-
rarse en el laboratoric para controlar la calidad de los medios
comerciales que se utilicen.

2.2. Técnicas.

a) Se utilizan placas Petri de 90 milimetros de diametro,
lavadas y es ériles.

b) Dos placas reciben cada una un mililifro de agua a
analizar. Otras dos, un mililitro de agua diluida al 1710 y acci-
dentalmente, otras series de dos, con un’ mih’i;t’ro de diluciones
al 1/100 y 1/1.000.

El ntmero de dilucionés depende de la riqueza de la pobla-
.cién microbiana descubierta en el curso de analisis anteriores.

Solo se emplearan dos placas de Petri inoculadas con un
mililitro para las aguas 'ratadas con antisépticos y para las
no tratadac que contengan muy escasa poblacién microbiana.

¢} Las placas utilizables para el recuento son aquellas que
tengan, después de incubacién. en el momento de lectura, entre
cerc colonias y 300 como maximo.

La dilucién de las aguas para recuento, cuando sea preciso
realizarla, se hara del siguien‘e modo. No es aconsejable la
utilizacién de agua destilada, en determinadas circunstancias
puede tener poder esterilizante; por ello debe emplearse la
solucién de Ringer como liquido diluyente y cuya composicién
es la siguiente: '

Cloruro de sodio ........... e ae et e e e g  gramos.
Cloruro de potasio " 0,42 gramos.
Clorure de calCio .......ooooiiviiiiniieie e 0,48 gramos.
0,2 gramos.
1.000 ml.

Un volumen.de esta solucién es acondicionado a tres vola-
menes de agua destilada, La. solucién as{ obtenida se reparte
en matraces y se esteriliza en autoclave durante veinte minutos
a 120° C.

d} Se funde en bafic Maria hirviente el numero suficiente
de tubos de agar comun {(descrito en 2.1), Se deja enfriar a 45 °C.
Se sacan de] recipiente y exteriormente se secan con un pafio
adecuado. Se vierte asépticamente el contenido de un tubo en
cada placa. Agitar suavemente por movimiento circular para
asegurar una mezcla homogénea del agua y del agar, sin hacer
burbujas y sin mojar los bordes de la placa. El medio debe
incorporarse antes de diez minutos de haber colocado el agua
en las placas de Petri.

Se deja enfriar el medio en superficie horizontal.

Se incuban las placas Petri, una de cada serie (agua pura o
diluida), en estufa a 37° C. El resto, en estufa a 20-22°C.

Las placas en incubacién deben permanecer con la tapa
hacia abajo y en oscuridad,

e) El recuento de colonias se hace a las veinticuatro ho-
ras (£ una hora) en las placas incubadas a 37°C; a los cinco
dias, en las incubadas a 20-22°C, Se utilizaran para el re-
cuento aquellas placas que tengan como maximo hasta 300
colonias.

2.3. Expresion de los resultados.

Se anotara:

Numero de colonias, después de veinticuatro horas, a 37°C,
por ml.
Numero de colonias, después de cinco dias, a 20-22°C, por ml.

Los procedimientos de recuento de colonizs por cultive en
medio sélido, no permiten -afirmar que una colonia proviene
de la multiplicacién de una sola célula bacteriana, una defi-
ciente homogeneizacién durante. la siembra, o la presencia
de gérmenes reunidos en el mismo punto (estafilococos), o la
casualidad, daran una scla colonia, siendo las cifras reales
superiores. Los anaerobios estrictos no son capaces de des-
arrollarse en este medio, asi como algunos aerobios saprofitos
de las aguas. .

El recuento total de bacterias en el punto de emergencia
no alcanza la importancia que se le atribufa antiguamente,
aunqgue nos proporciona indicaciones tutiles sobre el grado de
proteccién -de las aguas subterraneas. Un so6lo recuento es
de escaso valor; los examenes deben repartirse en las dife-
rentes épocas del afio. Una cantidad de colonias sensible-
mente constantevnos indicard la existencia de un. buen pe-
rimetrc de proteccién.

3, COLIMETRIA

La colimetria comprende dos procesos técnicos:

a) Recuento de coliformes.
b) Identificacion de «Escherichia coli».

Se entienden por coliformes aquellos gérmenes en los que,
«a priori», se tiene en cuenta una sola propiedad bioquimica
importante, perc no caracteristica, como es la fermentacién de
la lactosa.

La taxonomia de las enterobacteriaceas sufre modificacio-
nes a tenor de los descubrimientos cientificos; en el momento
actual es imposible mantener ese criterio, pues es preciso tener
en cuenta la existencia de coliformes no capaces de fermen-
tar en la lactosa.

La colimetria de un agua tiende a descubrir y numerar
el «Escherichia coli» y aguellos gérmenes pertenecientes a los
géneros «Klebsiella», «Citrobacter» y <«Enterobacter».

Los pertenecientes a estos tres géneros se clasifican como
colifermes. :

3.1. Colimetria en medios liquidos.
3.2. Msétodo indicativo,

Se describe en estas normas solamente la técnica indica-
tiva, que utiliza un medio de cultivo lactosado con’ campana
de fermentacion «Durham», como detector de fermentacién
de la lactosa y un indicador de pH, purpura de bromocresol.

Se prescinde de los métodos selectivos que llevan incorpo-
radas sustancias inhibidoras que pueden inhibir y dificultar
la colimetria. '

3.3. Método de cultivo.
Caldo lactosado:
a) Concentrado.
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Extracto de carne de bUY ....c.ccevrvieiiicennes 6 gramos.
Peptona bacteriolégica .......cccmiimiiiniiiieens 10 gramos.
LACLOSR euvvnerrivnirrieeenerrrnviierrerersssresracscsasnoons 10 gramos.
Purpura de bromocresol al 0,5 por 100 ... 4 ml.
Agua destilada .....ccoviiiiiiiiiiiiiiiniiin, A 1.000 ml.

Se disuelven los componentes por nalentamiento, Se ajusta
el pH a 8,7. Se reparte en cantidad de 10 .c.c. en tubos de
.220/22 milimetros, provistos de campana de gas. Se esteriliza
en autoclave veinte minutos a 120° C.,

b) Simple.
Extracto de carne de DBUEY .....ccccevirmiiiiinnes . 3 gramos.
Peptona bacteriolégica 5 gramos.
Lactosa ..vceeeerrerveciierniererioereeunernesennonsrassssnns 5 gramos.
Parpura de bromocresol al 05 por 100 4 ml.
Agua destilada ....cccicicniiiiiiiiniii e 1.000 ml.

Disolver por calentamiento. Ajustar pH a 6,7, repartir a
10 ml. en tubos de 160/16 milimetrcs, provistos de campana
de fermentacién. Si no se dispone de estos ingredientes ba-
sicos pueden utilizarse medios deshidratados de los que se en-
cuentran en el comercio, con arregle a las siguientes especifi-
caciones:

Cantidad
Inéculo Vol. del medio Vol del medio de medio
—_ en el tubo con indculo deshidratado
Mililitros - —_ por 1.000 ml
Mililitros Mililitros —
Gramos
1 10 11 13
10 ‘10 20 26
50 50 100 26

3.4. - Técnica,

Analisis presuntivo.
Se sembrara por cada muestra de agua:

Un tubo con 50 ml. de agua en 50 ml. de medio concentrado.’

Cinco tubos con 10 ml. de agua er 10 ml. de medio con-
centrado.

Cinco tubos con 1 ml. de agua en 10 ml. e medic simple.

Para, cada siembra se utilizaran pipetas diferentes.

Los medios sembrados se colocarén en estufa a 30°C (£ 1°C)
durante cuarenta y ocho horas.

Todos agquellos tubos en los que esté fermentada la lactosa
con-apreciable produccién de gas se consideraran que pueden
tener coliformes.

Para valorar su namero, véase a continuacién  la tabla
nimero 1, en la que se efectia el calculo del indice NMP
(ntimeroc mas probable) en 100 ml. de agua.

Los resultadoc de los cultivos anteriores son sélo presun-
tivos. Existen falsas reacciones debidas a gérmenes de los
géneros «Bacillus» y «Clostridium», que pueden fermentar la
lactosa con produccion de gases. '

En los tubos positivos es preciso identificar la presencia
de «Escherichia coli» o de coliformes.

3.5. Andlisis de confirmacién.
El aislamiento e identificacién constituye la tecmca .mas

irreprochable para obtener resultados netos.
Medio Agar (Agar, de Teague Levine).

Peptona bacterioldgica ..........ccoveeivveeitvenenennn 10 gramos
LACLOSA .ivveiirierireiiaiirnneereininrreeisseereeorienersianseenes 10 gramos.
Fosfato bipotasico . . 2 gramos.
Agar ....ceveneeenn. F RSP vevvnas 15 gramos.
Eosina amarillenta .......ceeveecioceenenenn 0,4 gramos
Azul de metileno . e veees | 0,065 -gramos.
Agua destilada ......cccceeeiiiieeeiiiiieniisinieiienne. | 1,006 ml,

Disolver los ingredientes por calentamiento suave en el
agua. Ajustar pH a 7,2; repartir 26 c.c. en tubos de 220 por 22
milimetros. Llevar al autoclave veinte minutos a 120° C.

3.6. Técnica.

Se funde el medio en bafio Maria hirviente. Se agita hasta
aparicién de coloracién purpura oscura., Se vierte en una

[

caja de Petri de nueve centimetros. Se seca en estufa a 37° con
tapa abierta. .

Los tubos de caldo lactosado sospechosos se agitan para
homogeneizar. Se toma un asa de cultlvo que se disemina
sobre el medio de Teague Levine.

Se incuba a 30°C durante veinticuatro a cuarenta y ocho
horas.

El «Escherichia coli» y algunos «Citrobacter» dan en este
medio colonias planas coloreadas” en vicleta oscuroc, con un
reflejo metalico caracteristico. «Klebsiellas» y <«Entercbacter»
suelen dar colonias rosadas con un pequeiioc centro azulado,
mucosas y convexas. .

Las no fermentadoras de lactosa dan colonias incoloras.

3.7. Identificacién de colonias.

. A
a) Resembrar las colonias de aspectos diferentes en me-
dio de Kligler estria y picadura, incubar g 37°C vemtxcuatro
horas.
b) Comprobar la pureza de la cepa obtenida en Kligler, .

por tincién de Gram. Observacion de movilidad en micros-

copia.

c) Sembrar en medic de Ferguson Stuar para comprobar
indel y ureasa, a partir dei medio de Kligler.

d} Sembrar en medic de Simmons para evidenciar la uti-
lizacién del citrato de sodio a partir del medio de thler

Siembra en medio de Ferguson Stuar:

Composicion del medio Ferguson Stuar.

L-Triptofano ...ccecicciiivveinveinerniiriiernrerinencrnenes 0,3 gramos.
POKH, 0,1 gramos.
POK.H 0,1 gramos.
CiNa 0,5 gramos.

Urea 2  gramos.
Alcchtl de 95° coooviviviieenennieeenans eereesesertoenres 2  ‘ml
Rojo de fenol al 1 por 100 ......ocvvveieinveereaonenes 0,25 ml
Agua destilada ....ccooiviiiiiiii e ereaae 100 ml

Después de disclucién se filtra por bujia esterilizante. Este .
medio se conserva en tubos indefinidamente, cuando se man-
tiene congelado (congelador de frigorifico). Fundase al bafio
Maria a 60°C, con objeto de disolver correctamente sus com-
ponentes. ' }

Sobre 1 ml. de este medic puesto en tubg de hemolisis
se emulsiona el contenido de cultive de un .asa de. platino
recogida de medio de Kligler.

Se incuba a 37° C veinticuatro horas.

La aparicién de un color rojo guinda demuestra la pre-
sencia de ureasa positiva,

A este tubo se incorporan seis gotas de reactivo de Kovacs;
la presencia -de indol se traduce por una coloracién rojo
cereza en el anillo superior.

Reactivo de Kovacs:

Paradimetil amino-benzaidehido

5 gramos.
Alcchol amilico ..ovviiiiiiiveiviiii e, - 75 ml.
Acido clorhidrico puro 25 ml.

Medio de Simmrons (citrato):

Sulfato de magnesio 0,2 gramos.

Fosfato monoamonico ... 1 gramo.
Fosfato bipotasico ...... 1 gramo.
Citrato de sodio 2  gramos.
CiNa ......... eereeee 5  gramos.

0,08 gramos.
15 gramos.

Azul de bromot1m01
Agar en polvo

‘Agua destilada ........... . ..} 1.000 ml

Disolver por calentamiento. Ajustar pH a 6,8. Distribuir
alrededor de 3 ml. de medio en tubos de 16 centimetros. Este-
rilizar a 120°C veinte minutos. Dejar enfriar en posicién l-
geramente inclinada para lograr una pequefia superficie de
siembra. Es necesario utilizar tubos’de vidrio nuevos; si han

-servido para otros medios de cultivo deben tratarse con mez-

cla sulfocrémica y después lavarse con agua destilada. Pe-
quefias trazas de nutrientes en tubos usados pueden falsear
los resultados de esta prueba. Este medio lo suministran Difco
y-Oxoid, deshidrétade.

A partir de un cultivo en medio s6lido de Kligler, se siem-
bra en medio de Simmons. El cultivo utilizado para la siem-
bra debe ser de la parte superior de la estria, sin tocar el
medio donde est4, con el fin de no retirar «un el asa nu-
trientes que puedan falsear el resultado en el medic de
Simmons.
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La siembra se incuba veinticudtro horas a 37°C.

Un resultado negativo se manifiesta por no haber alte-
racién alguna en la coloracién verde del medio de cultive
en el sitio de siembra. Un resultado positivo se traduce en
la aparicion de un color azul mas o menos intenso en el sitic
de la siembra del medio..

3.8. ‘Criterio de zdenttfzcaczon de <«Escherichia coli» fecal.
Fermentaciéon de lactosa con acido y gases.

Negativo.
Positivo.

Colonias de Teague Levine con reflejo metalico:

Medio de Simmons (citratc), wusencia de crecimiento.

Microscopia. Bacilos Gram mnegativos mdviles.

En la tabla numero 2 puecden consultarse otras reacciones
caracteristicas en enterobacteriaceas.

3.9. Colimeiria por filtracion sobre membrana,

Actualmente la técnica de filtracion sobre membrana es
recomendable en éxamenes rnutinarios de aguas.

Tiene ventajas y limitaciones en su emplec que deben co-
nocerse. '

Ventajas:

Tiene mayor grado de precisién.

Permite el examen de mayores volumenes de muestra.

Se obtienen resultados definitivos en menos tiempo que
con el procedimiento de los tubos.

Permite la filtracidh de muestra en el campo y traslado
de las membranas al laboratorio en medios de conservacion.

Es de utilidad en situaciones de emergencia, por informar
en breve tiempo -y con ello poder aplicaise los tratamientos
correctivos.

Es util en las aguas habitualmente poco contaminadas.

Estd muy indicadc en las aguas fuertemente mineralizadas,
.que provocan falsas reacciones en la colimetria en medios

lguidos.
Limitaciones:

En aguas turbias o no, con algas o plancton, se obturan
rapidamente los filfres, impidiendo la filtracién de volume-
nes representativos.

Estas mismas sustancias, retenidas por la membrana, in-
terfieren en el desarrcllo de las colonias caracteristicas de
coliformes. Defectos- en las membranas, pequetias fisuras, dan
resultados falsos.

Una técnica incorrecta proporciona resultados malos.

No detecta la formacion de gas de la lactosa.

Pueden utilizarse unidades de filtracion correspondxentes
a distintos tipos de Galenkap, Millipore, etc. El fundamento
del método consiste en hacer pasar una cantidad determinada
de agua a través de una membrana cuyo tamanc de poros es
inferior al de los microorganismos que se trata de investi-
egar, quedando, por consiguiente, retenidos en la superficie
de dicha membrana. i

La membrana_es después depositada -sobre un
cultivo adecuado.

medio- de

3.10. Material.

Los frascos para toma de muestras del agua no difieren del
tipo de 'los empleados para efectuar la colimetria en tubo.
Placas Petri:

Pueden ser de vidrio (borosilicate o grado equivalentel, plas-

tico o aluminio. Las placas Petri de vidrio o aluminio son sus- .

ceptibles de -esterilizacion al autoclave. Las placas Petri de
plastico deben esterilizarse por o¢6xido de etileno, radiaciones
ultravioletas o alcchol etilico. Debe comprobarse que las placas
Petri queden libres de efecto residual del método de esteriliza-
cion. ’

3.11. Membranas.

Se deben usar aquellas membranas que ofrezcan garantias
en cuanto a su capacidad de retencion de bacterias, estabilidad,
ausencia de sustancias inhibidoras de crecimiento y satisfacto-
ria velocidad de filtracion, siendo las reticuladas las mas re-
comendables, con diametro de poros de 0,45-0,50 micras.

Millipore HA: Sartorius C°5: Gelman AMG.

Debe esterilizarse al autoclave durante diez minutos a 120° C,
acompafiadas de -sus correspondientes discos absorbentes de so-

porte. Para ello se introducen, en grupos de 10 unidades, en.

cajas Petri normales de 10 centimetros, o bien envolviéndolas
en papel grueso de envoltura

3.12. Medio de cultivo.

Chapman T. T. C.

Agar base:
Extracto de €arne ........coveernirnireinicinnenn 5 gramos.
Peptona bacteriolégica 10 gramos.
Lactosa 20 gramos.
Extracto de levadura ...t 6 gramos.
Azul de bromotimol (sol. al 1 por 100) . 5 ml.
AT vieeiiieiinin i iriseeertsasensaaan s eanasaaenn 20 gramos.
Agua destilada .....ccocceeviiiiiiiiin e 1.000 mli.

Se disuelven los ingredientes por calentamiento.

Se ajusta al pH a 7,2. Se reparte en mairaces a razén de
100 ml. ’

Se esteriliza en autoclave durante veinte minutos a 120° C,

En el momento de su empleo se funde a bafic Maria hjrvien-
te y a cada matraz se afiade 5 ml. de trifenil-tetrazolium -y
5 ml. de tergitol (3.13 y 3.14).

Se mezcla bien el agar base con estas soluciones, sin formar
burbujas. Se vierte en placas Petri de g0 milimetros. El espesor
del medio en las placas debe ser de 5 milimetros. Las placas
con medio pueden conservarse a + 4°C + 8°C, durante ocho
dias. En el momento de su empleo se secan las placas en es-
tufa a 37°, segin métode habitual.

3.13. Solucisén de trifenil-tetrazolium.

Cloruro o bromuro de 2, 3, 5 trxfeml tetra-
zolium
Aglfa destilada

0,05 gramaos.
100 ml,

Se esteriliza en autoclave durante veinte minutos a 120° C.

3.14. Solucion de tergitol.
Tergitol 7 ... peverreraeanes 0,2 gramos.
Agua destilada .. v | 100 ml

Esta solucién no es necesario esterilizarla.

3.15. Unidad de filtracton.

Consiste en un embudo sin costura que se fija en un recep-
taculo provista de una capa porosa, que soportara el filtro
membrana. El embudo puede fijarse al receptaculo mediante un
dispositivo de ciérre a bayoneta o mediante rosca o pinzas,
segun los distintos modelos. El material de construccion puede
ser de vidrio, aluminioc o acero inoxidable u otro cualquier
material. La esterilizacién. de embudo y recepticulo debe ha-
cerse por separado, envolviéndolos en papel grueso, montandose
las piezas en el momento de la filtracidn, al mismo tiempo que
con unas pinzas estériles se coloca la membrana de filtracign
con la cuadricula hscia arriba.

Todo el dispositivo se monta sobre un matraz Kitasato de
tubuladura lateral, que permita la realizacion del wvacio. La
capacidad del matraz debe ser de, un litro, aproximadamente.
La tubuladura lateral se conecta a un -dispositivo de vacio
(bomba eléctrica, trompa de vacio, aspirador manual, etc),
para obtener una presién diferencial.

Observaciones:

No es correcto colocar la membrana de filtracién en seco, es
conveniente sumergirla brevemente en agua destilada estéril,
contenida en una caja de Petri, estéril, de vidrio. El vacio de
filtracién es muy importante; no debe pasar de 30 a 40 cm.
Vacios superiores proporcionan una distribucién inadecuada
de los géimenes en la superficie de membrana.

3.16. Cantidad de muestra a filtrar.

Se aconseja para aguas potables o peotabilizadas, filtrar
100 ml., por membrana filtrante, efectuando dos pruebas.

El menor volumen que se debe filtrar es el de 20 ml

Si las aguas estdn muy contaminadas se diluyen convenien-
temente con agua estéril tampona/.da. )

Agua destilada ... o ] 1 litro.
Tampoén fosfato & pH 7,2 ..oooeeiviiiieiicnnes | 1,25 ml,

Se esteriliza veinte minutos a 120° C,

Preparacion del tampon fosfato:
Fosi‘ato monobéasico de potasio KHyPOj -...... 34 gramos.
Agua destilada C. S. P. icccvveviriiennnniinnnnenn veey | 500 ml.

Se ajusta el PH a 7,2 con NaOH 1/N.

Se completa con agua destilada a .......eee | 1.000 ml.
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Cada vez que se filtra una mezcla de agua es preciso lavar
el receptaculo tres veces consecutivas con 30 ml, de agua es-
téril tamponada que se hace pasar a través de la membrana
filtrante.

Terminada la filtracién sé desmonta el dispositivo, se retira
ton pinzas estériles la membrana, que se deposita sobre la
superficie de una placa de Petri con medio de T. T. C.

La membrana se coloca por el reverso de la cuadricula, cui-
dando que no queden burbujas o bolsas de aire que impidan
el intimo contacto con el medio de cultivo.

3.17. Incubacién.

Se incuba en posicién invertida durante veinticuatro horas.
Una membrana a 37°C y la otra a 44°C.

La atmésfera de estas estufas de incubacién deben contener
un 70 por 100 de humedad. Debe colocarse un recipiente con
agua y sulfato de cobre.

3.18. Interpretacion de los resultados.

A) Membranas incubadas & 37°C veinticuatro horas. Las
caracteristicas de las colonias son:

Klebsiella.—Colonias rojo ladrillo o naranja.
Enterobacter.—Colonias rojo ladrillo o amarillas, con centro
naranja.

«Escherichia» o «Cltrobacter» —l—Colomas amarillas con centro

naranje.
En la superficie de agar subyacente g la- membrana todos
forman un halo amarillo.

Los gérmenes no fermentadores de la lactosa dan colofiias

violeta sobre fondo azul.

B) Membranas incubadas a 44° C durante veinticuatro horas,
A esta temperatura de incubacion practicamente la mayoria de
coliformes no se desarrolla y si las colonias de «Escherichia
coli», que conservan su caractéristico aspecto de color amarillo
con centro anaranjado y hale amarillo.

Estimacién de resultados:

Pueden estimarse como cifra total de cohformes las colo-
nias crecidas a 37°C.
Pueden estimarse como cifra total de «Escherichia colis las
colonias caracteristicas crecidas a 44°C.
La estimacién del namero se relaciona a 100 ml. de muestra.
El célculo se efectua asf:
Colonias de coliformes/100

Colonias de coliformes/100 ml.
ml. de muestra filtrada

Aun cuando la selectividad del método es muy buena, la
identificacién -de los coliformes por los métodos antes expues-
tos, es obligada en todo analisis formal. Se seguird la técnica
descrita en 3.7.

4. ESTREPTOMETRIA

La determinacién de estreptococos fecales (enterococos), com-
prende una primera fase de analisis de presuncién y una se-
gunda fase de confirmacion.

Medio de cultivo

a) Medio concentrado (Rothel:

Peptona .vaveeen 40 gramos.
Glucosa weicnnenee 10 gramos.
CINa ..cvveriennsen 10 gramos.
POHEKS  cevvvviiinmmnimmacisasminsenienisieinssenssinessine ‘5,4 gramos.
POHK ..ovenrennen vaseeies eristeesteritsetennsasrisssenaery 5,4 gramos.
Azothidrato de sodio ......cccceeen . 0,4 gramos.
Agua destilada ......coiciniiieniiiieninnnn crereenn veerss | 1.000 ml

Disolver por calor suave. Bepafi‘ir 10 ‘ml., por tubo de 220
por 22 milimetros. Llevar al autoclave veinte minutos a 120° C.
b) Medio simple (Rothe}: -

Peptona bacteriolégica ........ 20 gramos.

sraaseeresearasirsrovenes

CINA ..ocivniscreesisoneennnens 5 gramos.
POHK;: .vicverriivenee 2,7 gramos.
POH:K . SN 2,7 gramos.
Azothldrato de sodlo 0,2 gramos.
Agua destilada ........... verreens cresierenserrersessannanee 1.000 ml.
Disolver por calor suave. Repartir 10 ml., aproximademente

por tubo de 160 por 18 milimetros, Llevar al autoclave veinte
minutos a 120°C, -
4.1, A) Prueba presuntiva.

Inocular tres tubos del medio concentrado con 10 ml., cada
uno del agua que se va e analizar, Tres tubos de medio sim-

' ple de 10 ml,,

0 cada uno con#l ml., del agua que se va a anali-
zar y otros tres medios simples con 0,1 ml. de agua.

Se incuba a 37°C y se examinan a las veinticuatro .y cua-
renta y ocho horas.

Todos aquéllos que presenten un enturbiamientc microbiano
después del periodo -de incubacidon se consideran sospechosos
de poder contener estreptococo fecal. Ser4n sometidos a la
prueba confirmativa..

4.2. B} Prueba confirmativa.

Se fundan en utilizar el etil-violeta como selectivo para los
estreptococos.
" Medio de cultivo (Litsky)

Peptona 20 gramos.
Glucosa 5 gramos.
CINa ...... 5 gramos.
POHK, 2,7 gramos.
POHLK . 2,7 gramos.
Azothidrato de 80di0 ......ccocecvimiiiininanioienne 0,3 gramos.
Sol. de etil - violeta a 0,01 por 100 en agua
destilada ....cccovereiiiiniieisiiiiinnen, PO . 1 1.000 mlL

Disolver por calor suave. Repartir 10 ml. por tubo de 160
por 16 milimetros. Llevar al autoclave veinte minutos a 120° C.
El etil-violeta que se aconseja.debe ser de las marcas Gurr
(42 Upper Richmond. Londres) o el violeta de hexametilo de
Kuhlman.

De los tubos sospechosos en la prueba presuntiva, una vez
agitados convenientemente, se toma en asa de cultive y se
siembra en medio con etil-violeta. Se incuba a 37° C, durante
veinticuatro a cuarenta y ocho horas. )

La aparicién de un enturbiamiento microbiano confirma le
presencia de estreptococo fecal,

Debe identificarsg definitivamente mediante siembra en me-
dio s6lido y estudio de caracteres morfolégicos y tintoriales, Los
estreptococos fecales pertenscen al grupo D de Lancefield.

El namero m&s probable NMP de estreptococos se determi-
nard con arreglo a la tabla namero 3.

5. CLOSTRIDIOMETRIA

Se refiere a la investigacién y recuento de clostridium sul-
fito-reductores («Cl. Perfringens»).

«Escherichia coli» y estreptococos son testigos de contamina-
cién reciente fecal. «Clostridium perfringens» cuando_se en-
cuentra solo indica contaminacién antigua. Las esporas tienen”
una resistencia considerable a los medios naturales.

Medio de Wilson-Blair:

Caldo comun ...... PTORRIN eerertrreenennrane veeenee ] 1.000 ml.
Glucosa . 20 gramos.
Agar 30 gramos,

Disolver por calor.

Ajustar pH a 7,6. Repartir en cantidad de 20 ml. en tubos
de 220 por 22 milimetros, Llevar al autoclave treinta minutos
a 115°C,

5.1. Técnica.

a) Colocar 25 ml. de agua a analizar en un tubp de 220
por 22 mm. Golocar en baftio Maria a 80° C durante cinco mi-
nutos. Enfriar rapidamente, con esto se destruyen las formas
vegetativas.

¥) Cuatro tubos en medio de Wilson-Blair se colocan en
bafic Marfa hirviente durante diez minutos. Después de fu-
sién del medio y eliminacién del gas disuelto, se enfria a 55° C.
Al contenido de cada tubo se le afiade, en este momento, un
mililitro de la siguiente solucidn:

Solucién sulfito-férrica:
Sulfito de sodio puro cristalizado .....c.eeisnee 1 gramo,
Agua destilada y estéril por ebullicién . 9 ml.
Solucién de alumbre de hierro ........... IV gotas,
Solucién de alumbre de hierro:
Alumbre - de hiITO ....vvieoreenciosmrerorinniens . | t gramo
Agua destilada estéril ....... eereaneriesaenens coreeeren | 18 ML

Esta solucién no debe esterilizarse en autoclave.

La mezcla del agar fundido con la solucién sulfito- ferrlca
debe hacerse sin originar burbujas de aire en los tubos.

©) En cuatro tubos estériles de- 220 por 22 mm., se repar-
ten 5 ml. del agua previamente tratada, como se mdlco en al.
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En cada tubo se vierte el contenido de un tubo de medio. Se
mezcla suavemente sin incorporar aire. Se enfria con el agua
del grifo. Se incuba a 37° C durante vemtxcuatro a cuarenta
y ocho horas.

Si se supone aguas-muy contaminadas, se pueden sembrar
cantidades mas pequetias, 1 ml.,, o 1 ml. de las diluciones al
1/10, 1/100, 1/1.000.

5.2, Lectura.

Lespués de incubacién aparecen colonias rodeadas de una
aureola negra, cuyo recuento es muy facil,
Inferpretacion:

Otros clostridium pueden dar colonias con el mismg as-
ecto.
P La prueba confirmativa exige el alsla.mlento del germen-y
estudio bioquimico diferencial, sobre todo en aquellas colonias
que aparecen después de cuarenta y ocho horas,

En la- practica es suficiente valorar el numero de colonias
negras del clostridium sulfito-reductores, puestog de manifies-
to en los plazos de ‘incubacién indicados.

Expresién de los resultados:
AEsporas de clostridium-sulfito-reductores en 100 ml.

£ .
8: DETERMINACION DE PSEUDOMONAS PRODUCTORAS
DE PIGMENTOS FLUORESCENTES

En- ¢l momento actual se conocen siete estirpes de Pseudo-

monas productoras de pigmentacién en medios de cultivos pre-
ferentemente exentos” de hierro: P. Aeruginosa, P. Putida,
P. Flourescens, P. Chlororaphis, P. Aureofacitens, P. Syringae
y P. Cichorii.

Las cinco primeras estirpes se consideran como saprofitas y
las dos restantes como fito-patégenas, careciendo todas ellas
de interés patogeno. para el hombre y los animales. La pre-
sencia de P. Aerouginosa en las aguas embotelladas es in-
deseeble, pues representa un defecto de tecnologia de enva-
sado, es decir, una contaminaciéon durante la manipulacion
de la misma (cadenas de envasado mal instaladas, botellas no
suficientemente limpias, etc.) .

En la investigaciéon de colonias autdtrofas debe tenerse en
cuenta la identificacién de aquellas colonias que producen
pigmentacién fluorescente, con el fin de determinar la estir-
pe microbiana en cuestion.

6.1. Identificacién presuntiva.

Siembra de -las colonias sospechosas en medios de cultivo
tipo King A y King B, o similares, con posterlor incubacion
a 42° C durante veinticuatro horas.

6.1.1. Extraccion del pigmento « producido con cloroformo.

6.1.2. El crecimiento positivo a la temperatura de 42°C y
la incorporacién del pigmento al cloroformo suponen una prue-
ba presuntiva de P. Aeruginosa, pero no un diagndstico con-
firmativo. En circunstancias indeterminadas, cualquier Pseu-
domona productora de pigmentacién puede dar un cuadro si-
milar.

6.2. Diagnéstico de confirmacion.

La cepa sospechosa se remitir4 al Ceniro Nacional de Re-
ferencia de la Direccién General de Sanidad, donde se reall-
zaran las siguientes pruebas diagndsticas:

a) Estudio de la Anatomia Flagelar,
b) Accién sobre la Trehalosa.

c) Accién sobre el Geraniol.

d) Acciéon sobre el 2-Ketogluconato.
e) ' Piocianotipia.

Con estas pruebas determinativas pueden diferenciarse las
distintas estirpes de Pseudomonas pigmentadas y llegar al diag-
néstico de confirmacion de Pseudomona: Aeruginosa,

7. RECUENTO TOTAL DE MOHOS

7.1. Medio de cultiva (Saboureau Dextrose Agar),
Dextrosa .......ccoviieirevnevrenines reriesanerriesnsenneriren 20 gramos.
Extracto de Ievadura X 5 gramos.
ABAr .iieeeriiiiereninienns e . 20 gramos.
Agua destxlada Cererrnieentaienressesessnassnsiannse | 1000 ml,

Humedecer los ingredientes dejandolos reposar qumce m'i-
nutos. Disolver calentando suavemente. Ajustar pH a 7,2 £ 0,1 y
esterilizar en autoclave veinte minutos a 121°C.

7.2. Técnica.

Poner por duplicado, 1 ml, de la serie de dilucionss deci.
males de la muestra en placas-de Petri de 9 cm. de didmetro,
Afadir aproximadamente 15 ml. del medio de Saboureau fun-
dido y mantenido a una temperatura aproximada de 47° C. Mez-
clar suavemente dando vueltas a las placas tres veces en.direc-
cién de las agujas del reloj y otras tres veces en sentido con-
trario.

Incubar durante cinco dias a 22°+ 2°C, en posicién inver-

- tida.

Contar el numerc de colonias de mohos en aquellas placas
que contenga 75 £ 25 colonias a los cinco dias.

Calcular el numero de mohos, multiplicando sl nimero de
colonias por el factor de dilucién,

8. CONTROL MICROBIOLOGICO DE ENVASES
Los envases donde se van a contener las aguas minero-me-

dicinales deben alcanzar un grado de esterilidad que les ha-
gan aceptables para su uso.

8.1. A) Recuento microbiolégico,

Medio de cultivo:
Triptona (Difco) .......... e e seen e 20 gramaos.
Extractg de levadura 3 gramos.
FlUco8a8  coiiiiveriniiiniinins 1 gramo.
POHEK; .oovrveirenees e heeuseestsisissanernsesaeisRssraNtestisess 1 gramo.
Hiposulfito sOdICO ......cveeervernsannes "1 gramo.
Cloruro de sodio . 5 gramos.
Agar ..o evene 25 gramos.
Agua destilada ......ccccccniinieniniiiininen vernrees | 1000 ml,

Se disuelven los ingredientes por calentamiento, el pH se®
eleva a 7. Se reparte en tubos de 220 por 20, en cantidad
de 25 ml. por tubo. Se esteriliza en autoclave veinte minutos
a 120°C,

82 B

Se empleara la del frasco rodado. En el momento de su
“empleo se funde el medic de cultivo en bafio Maria hirviente,
dejando después enfriar hasta 60° C. Se vierte en la botella a
examinar (de un litro de capacidad), tapandola con tap6én de
algoddén graso estéril. Se hace rodar bajo corriente de agua
fria hasta obtener en el interior de la botella une pelicula
solida regular de -agar. La utilizacion de un aparato mecénie
co de rodamiento proporciona una distribucién muy regular.

La botella se incuba a 20-22° C, durante cinco dfas, en po-
sicion® horizontal y en oscuridad; durante este periodo de
tiempo no debe cambiarse de posicién, para evitar desplaza-
mientos del agua de condensacién. Efectuar recuento de colo-
nias de bacterias y hongos. Para botellas de menor capacidad
es suficiente con 20 ml. de medio de cultivo.

En determinado tipg de botellas no puede realizarse una
distribucién uniforme de medio de cultivo. El control microbio-
légico debe entonces efectuarse, enjuagando el interior de la
botella con un liquido determinado que después se siembra.

Técnicas.

8.3. Liquido de enjuague.

Fosfato monopotasico . 0,0425 gramos.

.............................. beeane

Hiposufito de sodio ...... 0,15 gramos.
Tamol N tDifco) .... 5 gramos,
SOS8 srreeeriniiiirenines 0,008 gramos,
Agua destilada ..o weese | 1.000 ml.

Repartir en recipientes cerrados & rosca y esterilizar en au-
toclave, durante veinte minutos, a 120°C,

Técnica:

A cada botella objeto de control se incorporan 10 ml. de l-
quido de enjuague. Se hace circular por la superficie interior
y se agita enérgicamente,

Se recoge el liquido ‘de enjuafue en un tubo estéril. Colo-

- car 1 ml. en cada una de las cinco placas de Petri. Verter el

medio de cultivo qué a continuacién se describe, fundido al
bafio Maria hirviente y enfriado a 50°C.

Medio de cultivo:

Triptosa (Difco) ......ccoevenvieniiinienenns 20 gramos.
Extracto de levadura ........ 3 gramos.
Cloruro de sodio .... 5 gramos.
AGAT wiviririiiiiiininenns .15 gramos,
Agua destilada v,

1.000 ml.
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Disolver por calentamiento. Ajustar a pH 7-7,2. Envasar Se depositan en su -superficie dos o tres capsulas cortadas
20 ml. en tubos de 220 por 22 y esterilizar veinte minutos | asépticamente en fragmentos.
a 120° C. Repartir una capa del mismo medio a 50° C, en cantidad su-
ficiente para rellenar y cubrir los trozos de capsula. Después
<] :
Lectura de resultados se deja enfriar y se incuba durante cinco dias a 20-22° C. Pasa-
El recuento de colonias se hace después de cinco dias de | do este tiempo se efectia recuento de colonias.
incubacién a 20-22° C; e] ntmero total enccntrado en las cin- .
co placas de Petri representa la mitad de los organismos con- Tabla nimero 1
taminantes del frasco. Calimetria
9. CONTROL MICROBIOLOGICO DE CIERRES
Ntmero de tubos que dan reaccién _imites de confianza del
9.1. Tapones corona. positiva entre 95 por 100
Indice
Se frota la parte del tapon corona, que estard en contacto . NMP
con el agua, con un escobillén construide con algodén hidré- lggbm?lde 5 tl%b°sl de .5 “llbof de ‘Lifm?.‘e Limite
filo sobre filamento de aluminio, : ol mk. inferior .} superior
El escobillén se esteriliza previamente en autoclave duran-
te veinte minutos a i25°C, 0 0 1 1 0,5 4
Antes de su empleo, para facilitar la recuperacién de mi- 0 0 2 2 0,5 6
croorganismos de la superficie a exdminar, se embebe en la Y 1 Y 1 0.5 4
siguiente solucién: | 0 1 1 2 0,5 6
i 0 1 2 3 0,5 8
Triptona (Difco) 1 gramo. 0 2 0 2 0,5 8
Cloruro sé6dico ..... 8,5 gramos. 0 2 1 3 0,5 8
Twen 80 ..... 1 gramo. 0 2 2 4 0,5 11
Agua destllada .| 1.000. mi, 0 3 0 3 0,5 8
Y : R 0 3 1 5 0.5 13
pH a 7-7,2, esterilizacién. veinte minutos a 120°C. En estas 0 4 0 5 0.5 13
condiciones de trabajo se fijan sobre el escobillén el 50 por 100 1 0 0 1 0.5 4
de los microorganismos de la zona frotada. 1 0 1 3 65 8
El escobilléon, después de frotar el tapén corona, es sumer- 1 0 5 4 0,5 i1
gido en un tubo que contiene 10 ml. de la siguiente solucién: 1 0 3 6 0,5 15
Triptona {(Difco) .........ccccciiviiiiiiininnn 1 gramo. 1 1 0 3 0.5 8
~ : 1 1 1 5 0.5 13
Cloruro s6dico 8,5 gramos. 1 1 5 7 1 17
Agua destilada 1.000 ml. 1 p 3 9 5 21
N s : . 1 2 0 5 0,5 13
= 0 >
pH a 7-7,2, se esteriliza veinte minutos a 120° C. 1 5 1 7 1 17
. 1 :
Se escurre el escobillon varias” veces sobre la pared del 1 2 2 10 3 23
N . - . . 1 2 3 12 3 28
tubo. -El liquido de escurrido se siembra a razém de 1 ml, en 1 3 o 8 2 19
cada una de las cinco placas Petri. A continuacion se vier- 1 3 1 1 3 26
to sobre las placas el mismo medio de cultivo que el utiliza- 1 3 5 14 4 34
do en control de botellas, mediante técnica de enjuague. 1 3 3 18 5 53
Este medio debe ser previamente fundido ‘y enfriado des- 1 3 4 o1 6 66
pués a 50°C. 1 4 0 13 4 31
El recuento de colonias se efecttia a los cinco dias de incu- 1 4 1 17 5 47
bacién a 20-22° C, 1 4 Py 22 7 69
L. 1 4 3 28 9 85
9.2, Cdpsulas de pldstico. 1 4 4 35 12 101
Medio de cultivo: 1 4 5 43 15 117
14 . . . . 1 5 4] 24 8 75
Se utiliza el mismo medio que se recomienda para control 1 5 1 35 12 101
de botellas, mediante técnica de enjuague. 1 5 5 54 13 138
Técnica: 1 5 3 92 27 217
. 5 4 1 39 450
En una placa de Petri se vierte una capa fina de tres mm. de 1 16
medio y se deja enfriar, - —
Tabla nimero 2
Esquema bioquimico de diagndstico genérico
[ [ Ureasa + ......... Proteus.
{ndol — ... L. D. Salmonella
L. D, T. D. A + Providencia.
] Lactosa — B. Galac- [ndo! + ...ciiiienn.
% toxidasa — .......... Ureasa — ... . D. Edwarsiella.
D
2] + . D,
8 Indol £ D
pr _
-
m o
B | Oxidasa — ... Ureasa 4+ .vcve Yersinia. -
St}) Lactosa & B, Galac: Indol — SHe + Arizona.
toxidasa 4+ .......... Ureasa — {uelaunasa — Arab + Hafnia.
al | toxidasa + .....}Ureasa— ... _
& L.D. C. 4 v 13 A s e corrata,
I
® Ureasa + ... Klebsiella.
Z {ndol + Escherichia
) Lactosa + B. Galac- : 2 —_ i
! toxidasa + ......... 1Ureasa — ... SHy + v L D.C — s Citrobacter.
(ndol — ...ceeinns
SHs — .vvevereeennnns Rafinosa. + Enterobacter
{Oxidasa + ........ Aeromonas,
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Tabla numero 3

Estreptometria

Numero de tubcs que dan reaccién

positiva entre

3 tubos de
10 mi,

3 tu
1

bhos de
ml.

3 tubos de
0,1 ml.

Indice
NMP

Limites de confianza del
95 por 100

Limite
inferior

Limite
superior

’
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0,085

0,085
0,87

0,88

2,7

1,0
2,7

2,8

3,5

13

20
21

23

38

36
37

47

120
130

210
230
380

380
440
470

1.300
2.400
4.800

MINISTERIO DE ‘LA VIVIENDA

6409 ORDEN de 14 de marzo de 1975 por la que se
aprueba la norma tecnoldgica de la edificacion
NTE-PTP/1975, «Particiones: Tabiques de placas y
paneles».

Tlustrisimo cefior:

En aplicacién del Decreto 3565/1972, de 23 de diciembre («Bo-
letin Oficial del Estada» del 15 de enero de 1973), a propuesta’
de la Direccidon General de Arquitectura y Tecnolcgia de la
Edificacién y previo informe del Ministerio de Industria y del
Consejo- Superior de la Vivienda, este Ministerio ha resuelto:

Articulo primero.—~Se aprueba provisionalmente la norma
tecnologica de Ja edificacién, que figura como anexo de 1la

‘presente Orden, NTE-PTP/1975, «Particicnes: Tabiques de pla-

cas y paneles».

Articulo segundo.—Esta norma desarrolla a nivel operativo
la norma basica: Pliego general de condiciones para la recep-
ciébn de yesos y escayolas aprobado por Orden de la Presiden-
cia del Gobiernc de 27 de enero de 1972 («Boletin Oficial del
Estado» del dia 2 de febrero), ’

La NTE-PTP/1975 regula las actuaciones de diseilo, cons-
truccién, control, valoracion y mantenimiento.

Articulo tercero.—La presente norma entrard en vigor a
partir de. su publicacién en el <«Boletin Oficial del Estados
y podra ser utilizada a efectos de lo dispuesto.en el Decre-
to 3565/1972, con excepcién de lo establecide en sus articulos
octave y décimo.

Articulo cuarto.-—En el plazo de seis meses naturales, con-
tados a partir -de la publicaciéon de la presente Orden en’ el

. «Bcletin Oficial del Estado», sin perjuicio de la entrada en

vigor que en el articulo anterior se sefiala y al objeto de dar

_cumplimientc a lo establecido en el articulo quinto del De-

creto 3565/1972, las personas que lo crean conveniente y es-
pecialmente aquellas que tengan debidamente asignada la res-
ponsabilidad de la planificacién o de las diversas actuaciones
tecnoldgicas relacicnadas con la norma que por esta Orden
se apruecba, podran dirigirse a la Direccién General de Ar-
quitectura y Tecnologia de la Edificacién (Subdirecciéon Ge-
neral de Tecnclcgia de la Edificacién-Seccién de Normaliza-
cién), sefialando las sugerencias u observacicnes que a su jui-
cio puedan mejorar el contenido o aplicacién de la norma.

Articulo quinto.—1. Consideradas, en su caso, las sugeren-
cias remitidas y a la vista de la experiencia derivada de su
aplicacién, la Direccién General de Arquitectura y Tecnologia
de la Edificacion propondré a este Ministerio las modificacio-
nes pertinentes a la norma que por la presente Orden se
aprueba. ,

2. Transcurrido el plazo de un afio, a partir de la fecha
de publicacién de la presente Orden, sin que hubiera sido
modificada la norma en la forma establecida en el parrafo an-
terior, se entendera que ha sido definitivamente aprobada,
a todos los efectos prevenidos ‘en el Decreto 3565/1972, incluidos
los de los articulos actavo y décimo.

Articulo sexto.—Quedan derogadas las disposiciones vigen-
tes que se opongan a lo dispuesto en esta Orden,

Lo que comunice a V. I, para su conocimiento y efectos.
Dios guarde a V. 1.
Madrid, 14 de marzo de 1975.

RODRIGUEZ MIGUEL

Ilmo. Sr. Director general de Arquitectura y Tecnologia de
la Egificacién,



