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El Dresent manual Dretén ser un recull de les tècniques

PRESENTACIO

més emoreades 1 'anàlisi de les ,"'\iaües. L'elaboració

d ' aquest recull, de t!'>cniques s'ha encaminat essencialment a

la seva utilització com a ouió �n les pràctiques del curset

"Anàli5is químiques i microbiolòqiques de les aigües", sense

pretendre ser un comoendi de totes les metodologies empreades

en els esmentats análisis. sinó un resum de les tècniques més

usuals.

Per a facilitar I 'us d'aquest manual hom pot observar

que les diferents tècniques descrites s'han estructurat de la

seqüent forma: un:! i n+r oduc c i o , on es resumeix 1 'aplicació de

la tècnica així com els seus obiectius. una descripció dels

diferents materials i medis a utilitzar, un protocol de la

pro'/a, una discusió on s 'exp! i ca com interpretar els

r�sultats obtinquts. fent també referència a I es ventatqes i

desventatoes de la tècnica empreada.

'/oldriem aqraïr a tots aquells que han col.laborat. de

forma directe o indirecte. en l 'elaboració d'aquest curset.

esoecialment als departaments de Microbioloqia i d'Ecoloqia

de la Facultat de Biologia, al departament de Microbiologia

Para.sitologia Sanitària, Facutat de Farmàcia. Universitat



 



Biolc:-oi.'11 Glòria ¡::''l.lobari: .: DeDi: . de l'li crebi ol oo
í

a i

�ls Quals han oosat a l� nostre disDosició tot

.".11ò Clue ens er,,. necessari. oc:r e'. id ¡'"2di i tz ac
í

o

"qra,:m 1:3mbé Lucena IDeot. de Microoioloqia,

Fac. Sioloaia) Joseo {'¡nton (Dept. d'Ecoloqia� Fac.

Parasitoloaia S3nitària. F�c. F3rmàcial, pel seu ¿Ot jLld en J. a

del cur1Set� '7iixí com Del aport del material

recessari per- a l'elaboració d'aquest ma.nLlal.

Finalment cal esmentar- que aquest curset no hauria estat

oossible sense el suport institucional econòmic de la

Societ,at C,atalana de 8ioloqia (filial de I 'E.C.).

Joan F. Guasch Sanromà

Barcelona, octr-ubre de 1988
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COP J es epidèmies de "al monel osi s de colera amb la

INTRODUCCIO

L'aiqua és una substància fonamental pels éssers vius.

incr!:.'mentant la seva .no or raric
í

-'I Ini da c:ue

ooblacJ.ó J. :TI i. 1 1 or ,'I el vicí a , ¡,"tnt matei�:, 1 "a
í

qu a

t3mbé ,,�s, un cansi derar en la transmisió

d'infermetats. Ja ,=,]. seale oassat es va associar per primer

contaminació fecal de 1 ai oua, posteriorment s'ha comorovat

que 1 'aiaua contaminada pot medi de propaqaci6 de

nombroses malalties.

finals del seale XIX s'identifiquen els

patòoens ç.:\usants c'in-feccions "ssoci ades a

aqents

l'aic¡ua

compravant que eren micraorqanismes excretats amb les femtes

d'individus infectats. A partir d'aquí s'inicia 1 a recerca

d'i ndi cadars Lecals per tal d'evaluar el risc sanitari de

1 'us de 1 'aiaua. Dins d'aauests indicadors trobem els qrups.

dels coliforms totals. coliforms fecals. estreptococs fecals,

Clostridium perfrinqens. Bifidobac:terium sp

Bacteroides. aproximant-se tots ells a les

faqs de

seqüents

característiques:

- Estan presents només a I es femtes d'animals homeoterms, i

en concentracions superiors als patòqens en animals

infect-ats.
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ri sc d'infecció. ia sioui per inqestió a contacte. No

C:::;ist<'?ncia de cor-re1.3ció ��)t.r-e 1 'i.ndicador i e I oatoqen .

.
- En el

·lndic,?Cíor

Són �a oatònens i de fàcil quantificació.

- l..3. sp.'/a detecc ió es o o t, :-ealitzar amb I 'a iud de tests

�sDeciFics per c3da indicador concre�.

De t.o t e s -é'.Jrmes, 1 'us exclusiu o'indicadors fecals ens

cot induir. a errors de subestimació del risc sanitàri de les

aiaUes. donada la presència de certs microcrqanismes patòqens

oportunistes amb capacitat de multiplicació en ambients

aquàtics i d'oriaen no exclusivament fecal. en canvi poden

resultar freqüents en aiaües residuals domèstiques, de forma

que s'ha revelat com a sumament Otil per 'evaluació. directe

a indirecte. dels risc sanitàri de aiQua, l'us dels

"oatnaeno:; indicadors". definits com a patòqens oportunistes.

rel ¿o.ci onats amb ambients aquàtics enriquits per matèria

'.'�oet'31 per vessaments rics en nutrients associats

normalment a vessaments d'aiaües residuals ( Hoadley i Dutka,

1977) .

�ctual ment s' accepta l 'anàl i si del s col i forms fecal s com

al millor indicador de la qualitat de 1 'aiOLla respecte al

obstant. és sumament eficaç complementar el seu anàlisi amb

l'estudi d'altres microoroanismes també d'orioen fecal. com

poden ser �ls estreptococs

SalmoFl.el_la i enterovirus.
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2sment. sr- l .« rrll"Jor-t . .è.nCl a de �iaua cern a ,ector- a� transmisiÓ

A o .�r- + de o.smeni: 3de'? 1. fl-teccl ons !:J act. er- i anes, cal

��laltie5 de tr-ansmlsj ó hidric9 ocasionades per-
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Per C!btindre mostres d'aiqua d'una a
í

x eta en cal

,

OBTENCIO DE ��S MOSTRES

'21 '/'.\101'" �ianlfjca�]u DE l�s mostres ens

caldr� crendre una 5èrie de precaucicns .-1, I �hora de la seva

r�col .10CC1Ó i t�3nsDort.

Les d'aiqua ·�S ��culliran en un r':?cipient de

vidre creviament esterilit�at. r2comanant esoecialment els de

boca ,.. mole. r-: :
::>1 1 'aiaua està clorada cal eliminar el clor

I"'eduint-lo amb t.iosulfat o , 011'1, abans de la seva

esterilització, rJe t.al forma que al acafar la mostra el

�iosulfat reduirà el clor impedint que actui.

flameiar-la i deixar-la oberta durant uns 5 minuts abans de

recollir la mostra. En el cas de recollir aiqua procedent de

11 aes. emb-assament. s. cal evitar les zones de

excesivament suoerficials a profundes. evitant també zones

massa crooeres les ribes les d'aiqUes excessivament

c81mades.

En aquests casos és recomanable submerqir el flascó i

destaoar-lo duna profunditat d'uns lOcm .• omplint-lo a

contracorrent.

El trasllat de les mostres cal realitzar-lo de I a forma

més ,àpida possible. i si entre el most rei a ii' anàl i si
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refriaerada � 4� e en b s
è

n c r e ':le .i. J.um. ,,:vltdnt ,'H >: i 1 a

tr .é\n�co!"'r!?n hQ!"'e� c3l man�indre 'aiqLla problema

les r2comanaClcns anteriors. no podran ser �ianificdtius els

resultats d�ls anAl isis realit=ats Dasades les 48 hores de la
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d'estries Daral.leles ;oQoreposaoes una tercera

TECNIQUES DE SEMBRA

S2mbra oer PSqO�3men� o es�ria sobre meai solid.

Amb l,'\ n:;\nsa c3r-reaada de fil,,,teri al 2S ta una sèrie

Dart de J." super-;'.í.ci2 "';e 1.:\ placa. S'esterlJ.itza 13 nansa i

es f" una nova r:m direcció oerpendicular a

1 'anterior. c:omencant on 3questa "ó\caba. Aquest procés es

repeteix varis cops tal com indica el dibuix.

Les primeres estries prooorcionen un creixameni: abundant

de tots <:"!l S ol-pani :mes presents a la mostra, les últimes en

canvi. permeten 1 'obtenció de colònies aillades.

2.- Banc de dilucions i sembra per inmersió en medi sòlid.

suspenssi6 bacteri ana es dilueix successivament

trasll adant ".'01 ums de 1ml 39ml de diluient (Rinqer 1/4).

_.

obtenint dilucions de 10 ,

-1. -:) -'r
10 , 10 i 10 • Es depositen O.lml

de cada diluci6 en plaques de Petri estèrils. a continuació

s'aboquen 20ml del medi de cultiu fos i mantinqut a 452C.

s' an
í

ta I a placa oer homoqenitzar el seu continqut i es deix
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�'observ�ran coiònies �n orotundltat (inmerses �i Ineai) en

=. el 1. i. ci i fic: 2r . !In Ja t�mpera�ura aaequada,

-:=.l.loerfí c i e ..

�.- Sembra oer 5uQer�icie.

Es di Dosi +.�n di.luclons adeouaoes de la

mostra en plaoues de P�tri oue contenen �Oml medi de

cultiu. Amb una nansa de Drioalskv. previament flamejada amb

alcohol. 2S r�ostra per tota la super1'ície,

efectuant moviments de rotació fins a la completa absorció.

Sempre e eI sembrar a més plaaues de cada mostra o de cada

di lució.
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una "It ··.',o,¡lar 'Oiqnificatiu pel

,

.:'<hIALI5IS D·Et,IUt"�P.I:\r::lm'IS TOTALS

microbiòlea. G�devenint una de .les proves �és freqUentment

I)sade� en 'anali5i bacteriolòqic ce les 31qUes. Cal tindre

en compte + emoer-aturr'2� d'incubacio en dquest assaiq�

dones si b & 1 es b�cteries per 1 'home tenen una temperatura

òptima de creixament 37QC. t-.2Imbé ens és d'utilitat el

c:onei;:ament de la J.� flora bacteriana de la mostra. que

creixde a 22QC, assolint ai x í un creixament homoqeni de la

flora microbiana existent en aquells moments.

MEDIS DE CULTIU

- Saluei'" de Rinaer 1/4 (q/L): Clorur sòdic 2.25; clorur

potàssic 0.105; clorur càlcic

O. 120 i bicarbonat sòdic 0.05.

pH 7.0

- Aqar nutritiu (q/L): Extracte de carn 1.0; extracte de

llevat 2.0; peptona 5.0; clorur sòdic

5.0 i aqar-aqar 15.0. pH 7.4
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incloent els que són mitianament. e:-:iqents en quant a

PROTOCOL

�'cfectuen dilucions seriades de la mostra en Rinqer 1/4

- Es ;_'òmersio .10ar r u t r x c
í

u (j.lml de cada

ji lució, c�da sembra es f�rè o�r dUDlic3� o �riDllcat.

Incubar 21h. err 183 plaaues de 37QC i de 72-120h. per I es

de 22QC

El recomoe es farà pel la tècnica de recompte en placa

(t/eure oao.47) p-Is resultats s'expresaran en nombre

d'unitats formadores de colonies per per unitat de volum.

,

DISCUSIO

El medi de cultiu utilitzat en aquesta prova ens permet

el c r e r x ament del microorqanismens aeròbics heterotrofs,

requeriments nutritius.

El mètode descrit és especialment recomanat pels casos

en que e�isteixen més de 30 bacteris per mililitre de mostra,

12

en cas de contatQes inferiors és preferible usar el mètode de

filtració sobre membrana.



 



Fio. Determinació de bacteri s aeròbis pel mètode de

&""""'"'
0.1 mi

PROCEDIMENT

/
:

..

:.:.......... Mesclar el medi

.'........... .......... de cultiu amb la

�,s.mbre.

/ ""'-�
Q�

Vessar 1.0 I 0.1 ml

de la mostra a cada

capsula Petn.

Tancar les

càpsules.

Ilncu�r
en

poSICiÓ
¡n"enuM 48 h

.37OC
072 h. 22OC.

o.

.

.

.
.

.

Comptar totes les colònies.

Recompte en Placa
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d'amoli 2soectre per ta l d'eliminar part de la flora

Pel contatoe de fonqs llevats. 'actual leqislaci6

recomana el medi d'aoar Ssbouraud Dextrosa. el qual presenta

lin oH 5,5, seleccionant 21 c r e i >: ament. �specific de fonqs i

llevats que tenen uná bona tolerància a les condicions àcides

?lta concentrC'lció de qlucosa. Tantmateix els experts

prefereixen simultanejar el medi de Sabouraud amb 1 'e>:tracte

de mal ta. doncs aquest seoon medi inclou suficients sucres

(maltosa. nlucosa. sacarosa dextrina) per permetre un

c r e i ;·:ament. .'lbundant. la peptona de qelatina aporta els

factors de creixament necessaris en els casos més exiqents.

aixi mateix als dos medis podem incloure un o més antibiOtics

bacteriana caDaC de c r e
í

>:er en aquests medis selectius per

�onqs i llevats.

MEDIS DE CULTIU

- Aqar Sabouraud dext.rosa (q/L): Dextrosa 20.0; extracte de

11 evat 5. O; aqar-aqar 15.0;

pH 5.5

Antibiòtic al O.lX estèril
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resultats s'expresaran en nombre d'orqanismes per 100ml de

- �:¡qar e::traci:.e cie m;;dta 'q/L): E::tracte de malta 1:5.0;

dextrina 2.51 oeo�ona de

f1H 5.5

Antibiòtic 91 0.1% estèril

PROTOCOL

- Es sembren �n suoerficie o.lml

-\ - (_
de les dilucions 10, 10,

-, - �
10 i 10 en Rinoer 1/4 sobre plaoues de:

a.- Medis selectius sense inhibidors: Agar de Sabouraud

Dextrosa i aoar extracte de malta.

b.- Medis selectius 3mb inhibidors bacterians

�Neomicina� Penicilina� Cloranfenicol o Tetraciclina).

_ incub�ci6 durant 5 dies a 20-22QC, fent una lectura parcial

als :::; dies.

_ El contatqe es farà pel mètode de recomote en placa i els

mostra.

,

DISCUSIO

Cal esment.3r un medi de Sabouraud Dextrosa modificat

(dextrosa 40or� peptona micòlica 10or� aqar-aoar 15qr� aiqLla

fins a 1 L. ) , el qual qràcies a la peptona micòlica

proporciona una homooenitat en 1 'aspecte macroscòpic dels

fonq$ aillats, doncs cal tenir present que per una mateixa

15



 



esopcie� 'a:::Decte colonial diferen� seqons la peptona
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llunvana en el temps. excepte en el cas de E.cqli� dones la

COLIFORMS (COLIMETRIA)

El coliforms han estat definits com bacteris Gram -, en

forma de bastons. mòbils ò inmòbils. anaerobis facultatius,

no e�DorLllats. que fermenten la lactosa en presencia de sals

biliars, amb fcrmació d'àcid i qas ci temperatures entre 30-

38QC. essent un qruD format oels qèneres:

C�J:.r:-_qbac;t._!:r, f(l�bsieUa, Enter.obacter:: i Serr-ª_t;_t? (fermenta la

lactosa molt lentament).

El orUD dels coliforms, per tant. està inteqrat per

bacteris d'oriqen entèric, essent interesant la seva detecció

per t 31 d'evidenciar una contaminació fecal relativament

seva detecció demostra una contaminació fecal recent.

,

METODE DEL NOMBRE MES PROBLABLE (NMP)

a.- Determinació dels coliforms totals

MEDI DE CULTIU

- Caldo Lactosat (q/L): Peptona 5.0; Lactosa 5.0; extracte de

carn 3.0; pórpura de bromocresol al 0.5% 4ml; pH 7.2
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El c3ldo doble concentrat s'aconsequeix diluint les

quantitats indicades dels diferents components en 500ml

d'aiqua.

El p�rDura de bromocresol ens indicarà la producció

d'àcid.

PROTOCOL

_ Es sembren 10ml de la mostra en tubs que contenen 10ml de

caldo lactosat doble concentrat i lml i O.lml de la mostra en

tubs amb 10ml del medi a concentraciÓ normal (3 tubs per

diluciÓ). Cada tub haurà de portar una campana Durham per tal

d'evidenciar la producció de qas.

Incubació 24-48h. a 37QC

total�, en aquest cas el medi de cultiu utilitzat serà el

_ Es consideren positius els tubs que presenten creixament

amb acidificació del medi i producciÓ de qas.

A partir dels tubs positius es calcularà el nombre més

probable de coliforms en 100ml d'aiqua problema, el contatqe

es farà per mitià de les taules del NMP (paq.48).

b.- DeterminaciÓ dels coliforms fecals

L'anàlisi dels coliforms fecals es realitzarà a partir

dels tubs que han sortit positius en la prova de coliforms

18



 



caldo 1 Etcto=.",t-hi 1 i Ld-. cera b�-illant, 'lue -",rno el seu

També c�ldr� �e3Ijt=3r l� orova del citraL, essent el

�re�enLen JB Dosi�11itat de Droduir

�as.

�-�r:amanat ,,�r "quest¿>. o r ov a ,,1 ci trat de

Si mmori a .

- Citrat d-= Simmons (q/L) : Sui f 9.t maqnèsic 0.2; fosfat

l'lEO I S DE CULTIU

- Caldo lactosat-biliat al verd brillant (B.G.B.L.>, (q/L):

Peptona 10.0; lactosa 10.0; bilis de bou 20; verd brillant

Í). () 133: pH 7. /�

monoamònic 1. O; fosfat bipotàssic 1. O; citrat sòdic 2.0;

clorur sòdic 5.0; blau de bromotimol 0.08; aqar-aqar 15.0;

PROTOCOL

a.- Caldo lactosat-biliat al verd brillant:

_ Es preparen els tubs contenint 10ml del medi amb campana de

Durham.
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El ccntantqe de coliforms fecals es farà per mitià de

- A partir de cada tub que ha presentat creixament i formació

de qas en la orova dels colifor-ms totals es pren un i n
ò

c u l

amb una nansa i 2S sembra en un tub de caldo B.C.D.L.

- Incubació a 44QC. durant 24 hores.

Es consideren positius els tubs que presenten creixament i

les t. aul es dels i'lMP, expresant els resultats en forma de

coliforms fecals cer lOOml de mostra.

b.- Prova del citrat

- A partir de cada un deIs tubs positius en la prova dels

coliforms totals es sembra una placa de citrat de Simmons.

- Incubació a 37QC durant 24h.

d<utilitzar el citrat mantenint ai x í el medi de la mateixa

Les bacteries del biotip de E. coli no s6n capaces

tonalitat, és a dir. verd, en canvi e I s d e I b i ot i p �_�_

la producció de CD
a��Rq�nes alcalinitzen el medi deaut

consideraran E. cqli fecals com aquelles colònies que no

que esoontaneament passa a carbonats alcalins. Per tant. es

provoquen un viratQe al medi.
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Es poden trobar comercialitzats els medis Endo i

.

METODE DE FILTRACIO DE MEMBRANA

El fonament del mètode consisteix en filtrar 1 'aiqua

problema a través d'una membrana d'acetat �e cel.lulosa de

porus adequat (es recomana 0.45 �m). per tal de retindre els

microorqanismes. La filtració es fa per succió pel buit.

Un COD filtrada 1 'aiqua. la membrana es diposita sobre

un medi sòlid adequat pel desenvolupament de les colònies a

la seva superfície.

McConkey per aquesta finalitat, no obstant la leqislació

recomana el medi de Chapman-TCC.

MEDI DE CULTIU l TAMPO

- Aqar de Chapman-TCC (q/L): Extracte de carn 5.0; Peptona

10.0; Lactosa 20.0; extracte de llevat 6.0; blau de

bromotimol (sol. al l'lo) 5.0; aqar-aqar 20.0;

Cal disoldre els sòlids per ebullició, es deis refredar i

s'aiusta el pH a 7.2 i s'esterilitza. En el moment de la seva

utilització es fon el medi i s'afaqeix SOml d'una solució de

O.OSqr de trifenitetrazoli HCI en 100ml d'aiqua destilada.

s'esterilitza i s'adicionen SOml de la solució formada per

O.2qr de terqiol 7 (heptadecil sulfat sòdic) en 100ml d'aiqua
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destilada. Es reoartei x el medi en plaques es deix

refredar.

- Tamoó fosfat a pH 7 (Q/L>: Fosfat dipotàssic 5.6. fosfat

monopotàssic 2.2;

Si és necessari caldrà aíustar el pH amb HCI O.iN

PROTOCOL

- Fi I trar 20ml

potabilitzades.

de mostra ò 100ml per aiqües potables o

Si es creu que la mostra està altament

contaminada es pot diluir en tampó fosfat estèril a pH 7. De

cada mostra cal fer dos filtrats sobre membranes diferents.

_ Fer 2 ò 3 rentats de la membrana amb tamtó fosfat estèril

pH 7.

_ Incubar una de les membranes a 37QC i l'altre a 44QC durant

24 hores.

- Asoecte de les colònies:

E.coli i Cit�obacte�: GroQues amb nucli taronja i halo qroc

al medi situat sota la colònia.

�)e�siella: Vermell o qroc. sense nucli. El medi queda qroc.

¡;_Il_t_�r:_t;)b�çter:t Groc f05C o vermell amb nucl i taron ja, el medi

queda Qroc.

No fermentadores de la lactosa' colònies de color violèta o

lila. el medi queda blau.
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membr�na de 37QC com el nombre de coliforms fecal s, i la de

La ma10ria rle coLiforms no �s desenvolupen sobre aquest

medi. ¿l 449.C, ?>:eepr:e E.eoli c�ue r�re'!:'?nta seu 'aspecte

caraeter:£stic. !:orma t"'!ue <�stima el contatoe 50bre la

com E.coii. De �Qrmes!, a pesar de la bona

re=uitats DbtinC1uts només els

:lE' coliforms seoons la tècnica deerita en

1 es

la

oodem cansi derar com a pl-esllmtil.1s cal confirmar

colinetria en medis liquids.

DISCUSIO

cal considerar una sèrie de ventatoes i desventatqes de la

A 1 'hora d'utilitzar el mètode de filtració de membrana

tècnica. Entre les ventatqes cal destacar que permet l 'examen

membranes facilment

del

al

mètode són que les

de qrans '.'oi ums d ' ¿Ii qua. F'resenr:a una presiciÓ superior al

mètode del NMP i es poden obtindre resultats en un pla9 de

temps més breu. Està especi a I ment indicada per aiqües poc

contaminades i sobre tot per les fortament mineralitzades, ja

que poden donar falQos resultats en medis liquids.

Al qLlnS dels inconvenients

s'embussen treballar amb aiqües

tèrboles o plàncton, les substàncies retinqudes a la membrana

paden inhibir el crei>:ament. Per últim indicar que aquesta

la determinació de producció de qas a
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[")arti.� .rc t osa" '6 +ormaC10 o e l -; parti r del

triotòf·,m.
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Els enterDcocs estan absents en aiqües pures, al sòl i

ESTREPTOCOCS (ESTREPTOMETRIAI

Cal destacar 1 '" i mo or r.èric
í

a de la invesi:.iQació de la

oresència de ,"?ni:.erococS (orup Espècies del

qènere StreotocoCCL\S I oel fet reunir '
.. Ina sèrie de

propietats cue els convert2ix�n �n uns excel.lents indicadors

de cO:-1taminRció fecal. entre les raons principals que porten

a aauesta consi deraci ó cal destacar:

altres indrets sense vida animal. afirmació no extensible él

la maioria de coliforms.

- I__a presència d'enterococs indica necessariament

contaminació de tious fecal.

- Els enterococs presenten uns requeriments nutritius

relativament comolexes. de forma (Jue es fa difícil la seva

mu 1 tip 1 i c ac i 6 .=.'\ 1 'aiqua, tantmateix resisteixen millor que

E.coli la clor 3ci ó 'aiaua. de forma que I él seva"

supervivència és

marins.

maior" així com major resistència en medis
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monopotàssic 2.7; azida sòdica

MET ODE DEL t-1NP

�iEDIS DE CULTIU

_ Caldo azida d� Rothe (q/L): PeDtona de carn 10.0; Deotona

de caseina 10.0; dextrosa 5.0;

clorur sòdic 5. O; fosfat

dipotàssic 2.7; fosfat

0.2; pH 7.0

_ Caldo azida vialets de Litsky (q/L): Es prepara iqual que

I 'anterior variant la concentració de clorur sòdic, del qual

hi casarem 0.3 or i afeqint 0.083 or de violeta d'etil.

El medi de Rothe conté 1 'azida sòdica. la qual actua com

aqent sele�tiu pels entero�ocS. i�hibint la flora acompanyant

per bloeueiq de les cadenes respiratòries. Els tubs que

presenten turbidesa deQuda al creixament es consi deren

amb 1 '�zida sòdics. 1 'efecte

diferents dels enteroeoes.

inhibidor en front a bactèries

presumtivament positius i caldrà confirmar-ho sobre el medi

de Lits�y. el qual inclou el violeta d'etil. potenciant. junt

PROTOCOL

a.- Estreptometria presumtiva
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aeneral del tub. no obstant. en alqunes ocasions es mostra

E-:: �embr-en 10m! �e la mostra en tubs que centenen lOml del

,,�oi C:'2 F:ath� cinble c on c errt r u t i. i rn I (L Iml en c ub s amb el

;nedi :J. c orvc en t r e.c
í ó norm."d (.:; tubs oer r'!ilucio).

In=ubació durant 48 hares a 37QC.

>::1 c orrr.. s+ o e es teu-à per 1 i'.'. tècnica dei i'lr-lp, ,:ssent els tubs

ODsiT:iu� ¡ue �"'?r-esentin :: '_trbi desa. ,::ls resultats

,,'e>�ores':lran en r.ombre d 'enterecocs per l':'()ml de mostra.

b.- �streDtometrje confir-mativa

- Cad 3. tub del caldo de Litsky s'inocula amb una a dues

�anses orocedents d'un tub de caldo de Rothe presumiblement

Qositiu.

- Incubació durant 24-48 hores a 37QC.

La presència d'enterococs es manifesta per un enterboliment

com II.n 2nterboliment molt tènue. ¿companyat d'abundant

sediment de color violeta al fans del tub .

.

TECNICA DE FILTRACIO DE MEMBRANA

Aquest mètode ens permet fer un recompte dels

un cop filtrada la mostra. els microoraanismes presents a la

estreptococs fecals presents a la mostra d'aiaua donat que�

membrana de cel.lulosa es creixer sobre un suport
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rutritiL!. '�ue inhibidors aue nomes permeten el

de=:e:,··/olllOC1menC cic: l�·= c".Q.l o n íe s e '!7�'r:í='!JLOCDCS f-ec:alS ..

f'�EDI DE CULTIU

- f'ledi de Sl anet:: >:q/L): Peptona 20. O� Ex t r e.c t.e de 11 evat

5.0; olucosa 2.0; fosfat dipotàssic

4.0; Azothidrat sòdic 0.4; pH 7.2

Afeair 10 or. d'aqar i disoldre calentant lentament sense

sobreoassar S'ls 1002C. Llavors es deix refredar a 50QC i

s'21f,�oeix 10ml d'una solució estèril de 2,3,5- trifenil-

1'lo, col.locar en ':"llaaues de Petri i deixar

refredar.

PROTOCOL

- Un cop filtrada Ja mostra es col.loca la membrana sobre una

càpsula de Petri de Slanetz.

- Incubar 48 hares a 37QC

- Contatae de les colOnies que apareixen vermelles, violetes

a roses.

En ocasions la presència d'estafilococs ens pot induir a

errors per presentar un aspecte similar, de forma que cal
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c:st èri. �.f ea i r cotes ,j .:
a

í

OUè '·.J::iaenadd. Un

i '."s e o I
ò

n
í

es -"'.i 11 ",des son c ata
í

�sa la prava

.:,s '-'�=Ilit.::",. i.r-¡')cu13nT_ una ns n s e de culti.u en una Dota d'aiqua

d�sDrendiment. �SDontani. de bombollos 03S c!:s i n d
í

c e la

-::.:>.talasa [')E'r ':__ ,mi: . :òossiblement
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com aoent.s i.nhibidors i el tioolicolat mi llora 1 etS

CLOSTRIDIUM P�RFRINGENS

!. -? i n'./p.st i oae ió rj'esDores fie clostrtdis sulfit

reductors. Qert2nvents f!'la loritariament 1.:1 ostri di urn

oerfrtnoens, qeneral + é e.l matei;: siqnificat qLle 1 a

investiaació dels enterocces. �mb la ventatoe de tindre una

supervivència major que qualsevol altre indicador bacterià de

c orrt e.m i n ac
í ó f-:cal deout la seva capacitat formadora

d'esoores.

l'lEO I DE CULT I U

- ¡.':\Clar SPS (JILl: Sulfat sòdic 0.5; sulfat de polimixina

0.01; sulf�diacina sòdica 0.12; peptona de

extracte de llevat 10.0;

citrat fèrric 0.51 ticolicolat sòdic 0.1;

polisorbat80 0.05; aqar-aqar 15.0

'_a sulfadiacina la polimixina presents al medi actuen

condicions d'anaerobiosis� efecte que es pot potenciar

afeoint una capa'de vaselina estèril sobre el

un cop inoculat.

medi de cultiu
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'C'ltan"i: ·'.:e 1 :?S >.:olonies,

F'�r =c c
í

o del Clostridium el sulfit es redueix 3 sulfur. que

�er�e�ent 13 5�VB detecció cO;'ltat.oe.

F'F:OTCCOL

- S'e�calfen 10 ml de la mostra a 80QC id bany mari a dur errt

15 minuts. 2liminat a i x
í les fermes veqetatives presents a

J 'ai qua crobl ema.

�efredar raoidament els tubs sota un raia d'aiqua freda.

Repartir 13 mostra en dos tubs amb 5ml d'aqar SPS doble

concentrat, el qual s'ha mantinqut fos i a 45QC.

Mezclar el continaut de cada tub i deixar solidificar.

_ Incubar n 44QC �fectuant lectures a les 24 i 48 hores.

una d'una �soora de clostridi. un cop fet el contatqe el

L.es r:olònies ,,-parei :-:en de color neare, procedint cada

resultat s 'e::presa en nombre d'espores de clostridis sulfit-

reductors cer 100ml de mostra.

Si mostra presenta una forta contaminació

ennearits

ens

apareixen els tubs de cultiu totalment cal

repetir 1 'sssrtiq partint de dilucions de la mostra.
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4 tubs amb

aprO.lmadctmenl
IQ ml de

mos"•.� R� �
FusIó Idel rnedt

y

4 IuDS

.lagar SPS.

5 mi de mostr•.

Tub .",b medi

• �o.lfft.MMm.nl 50-<:

AdlhCIQlliff UN (:�� SUpertt<:I"¡ de

vdst'!lnl4 t'!stf:nl.

In(:ulJ'lf: 24 h 1%2hl
31-<: I%'·C)·

Fi Q.
..., .
.._. Deter-min.3ciÓ dels clostr-idis sulfito-r-eductors pel

mètode del Recompte en Tub.
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SALMONELLA I SIGHELLA

En l� investloació de Salmonella i Siqhella cal tenir en

ccmp�c dues circumstàncies que ens abliqaran '" reaiit:::w uns

passos de D�eenriquiment i enriquiment de les mostres previs

a la determinació del nambre d'croanismes Qresents .::I 1 'aiqua

problema. �ouestes circumstàncies són:

21.- seva ore:ènci::\ 2. les aiques es dona en un nombre

rel�tivament baix. ore:entant també una certa dificultat per

a sobreviure-hi.

b.- Habitualment estan acompanyades per un nombre important

de microoroani:mes, ia siqui d'orioen fecal (coliforms i

�str�DtocoCS) o no ¡Pseudomonas. Achromobacter. etc.l.

Aquestes condicions obliquen a concentrar les mostres a

partir de v0lums imDortants i 3 utilitzar medis d'enriquiment

selectius. per tal d'inhibir el creixament d'altres bacteris.

MEDIS DE CULTIU

a.- Medi de preenriauiment:

- Caldo Lactosat (q/L): Extracte de carn 3.0; Peptona 5.0;

lactosa 5.0

b.- Medis d'enriquiment:
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- Caldo amb TJtr�tionat (c!L): Pr8teo�a i peotona 5.0; ;:;als

- C¿ddo Selenit (�/L): Triptona 5.0; 1�cto5a 4.0; fosfat

o r ss o ri
í

c lO.O: "'021enlT. "'.eloic d,O

biliAr!:'. 1.0; c ar b ori e t; càlcic

10.0; tiosulfat sòdic 30.0

C,- "ledis d'.",ill¿,mentl

- AQar DeLS ·:q/L): Peptona especial 10.0; cltrat sòdic 10.5;

tiosulfat sòdic 5.01 Idctosa 5.0; sacarosa

5.0= desoxicolat sòdic 2.5; roia neutre

0.03, aoar-aoar 12.0

-

.':lqar SS (q/L): Extracte de carn 5.0; peatona 5.0; lactosa

10.0; sals biliars 8.5; citrat sòdic 10.0;

tiosulfat sòdic 8.5; citrat fèrric 1.0;

verd brillant 0.00033; roia neutre 0.025;

3aar-03qar 15;

_ Aaar Wilsor-Blair (q/L): Peotona 5.0; extracte de carn 5.0;

dextrosa 5.0; fosfat sOdic 4.0; sulfat

ferrós 0.3; indicador de sulfit de bismut

8.0; verd brillant 0.016; aqar-aaar 13.0;

Cal Guardar el medi 9 4Qc durant 4 dies abans del seu us,

doncs Dot resultar massa inhibitori.

d.- Medi d'identi�icaci6:

- Aqar 1<1ioler (q/L): Extracte de carn 3.0. extracte de

llevat 3.0; peptona 15.0; proteosa i

peptona 5.0; lactosa 10.0; dextrosa 1.0;

sulfat ferrós 0.2; clorur sOdic 5.0;



 



en 20m! de ciada seienit i Id rna t e
í

x a Quantitat en 20m! de

l:iosulfat sòdic ,'l, :_); r o i q tenol (l.(J24;

",oar-,"Ioar .! ':::. (l;

PPOTOCOL

- �-reenriauiment: S'inoculen lOml de 1.3 mostt-a en 100ml de

caldo 12ctosat doble concentrat. e incuna 24 hores a 37QC.

- �nriQuiment: A oartir del Dreeenriquiment cal inocular 2ml

caldo amb tetrationat, s'incuba 24 hores a 37QC.

- Ai!!C'.ment: a partir dels tubs d'enriquiment, es sembra per

esoota�ent una nansa de cada cultiu en plaques dels medis

DCLS. SS i Wilson-Blair.

- Identificació: A partir deis subcultius de 'aillament cal

sembrar per superficie i per picadura 'aqar I<liqler,

incubar 24 hares a 37QC.

En Pol caldo lactosat es desenvolupen en primer lloc els

microoraanismes de metabolisme ràpid, amb I a producció de

metabolits àcids oue excreten al medi. ocasionant una baixada

de pH. Les espècies de Salmonella Siqhella toleren molt

mi 11 Dr aquestes condicions àcides que les altres bactèries

oresents a la mostra. de forma que prolifiren al medi.

El caldo selenit i el caldo amb tetrationat contenen

inhibidors del creixement d'altres enterobacteriàcies com

!h_col_i, enriquint aÏ}:í la població de Sa,l_m.c)rl§!ltC! i ?iqhella.
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vermella. Alounes Salmonella també produei x eri oas í

L' aoar DeLS �onté citrat sodic 1 desoxicolat sòdic, els

aUBls inhibeixen el creixament d� l�s oact�ries Gram

�om de ��mbroses PrQteus i coliforms.

L'aaar SS t�mbé inhibeix ei crelxament de les bactèries

Gram +, i en o3rticular rle nombrosos coliforms i Proteus. Les

colònies incolores 2n aoues� medi corresponen a

Salmonella i. ':3iohell", rn canvI els coliforms resistents o

;;>.ltres ·f erment ",dors de Ja l�ctosa formen colònies roses a

vermelles.

L'aqar de Wilson-Blair és un medi molt selectiu per

SaJmone� la t'tphi, oue aparei x de color ne�re amb reflexes

metàl.lics, altres Salmonella productores de sulfhídirc donen

colònies de color marronós. en canvi les no productores i els

E.coli donen colònies de color verd.

[1ermet obsre'/ar ta -fermentació de la

qluc:osa i 13 lactosa, la producció de sulfhídric.

Salmonella i Siqhella unicament fermenten la qlucosa�

obset-vant-<:e "?1 fans del h .. lb de color qroc i la superfície

sulfhídric. posant-se de manifest per la I-otura del medi i

acarició de color neore (sulfur de ferro).

La presència de repre<:entants del qènere Proteus ens pot

induir a errors i cal di ferenci ar-l a del s dèneres S�l t'fIon�!.I_�

i Siohella per

(Rodier. 1981) �

1 a prova de la descomcosició de I a urea

36

essent aquests dos óltims qèneres ureasa - i

el Proteus ureasa +.



 



P�r a la confir�ació ri�finitiva de Salmonella caldrà fer

El resultat de la investioació de Salmonella i Siq�e�!ª

- Fermentaci6 �e �ucres (TS!)

- �roducció rl2 �uifhidric

Urease.

- �._isina uescaroo}:il3.sa

\.!ooes-F'rosk auer

- ProducciÓ d'Indol

- Beta-qalactosidasa

s'indicarà com a presència o absència dels microoroanismes a

la mostra.



 



StaphylococCus �aprophyticus: neqres a marrans. mates

el marqe irreqular.

i amb

STAPHYLOCOCCUS

.2. i.nvestioació dels est a+ i I oc oc s �s t-ealitza

oref�rentment rllns els anàlisis bacteriolòoics de l.,,"S aiQües

de les oi.scines. ne obstant t3mbé és recomanable realitzar-la

amb l ':"Iiaua embotellada.

MEDIS DE CUL.TIU

_ Aqar 83ird-parker (q/L): Triptona 10.0= extracte de carn

5.0; Extracte de llevat 1.0;

piruvat sòdic 10.0= qlicina 12.0;

clorur de liti 5.0; aqar-aoar

�O.O= pH b.8

50ml d'emulsió de clara d'ou-

telurit

Aspecte de les colònies:

st aphvl ococcuc neqres (redueixen el telurit) •

brillants. convexes. amb marae reqular, de 1-1.5mm de

diàmetre. rodeiades d'un hala clar de lioòlisi d'uns 2-5mm. A

les 48 hores es poden apreciar precipitats als halos.

Mic�otoccus: marrons. malt petites sense halo.
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0e carn 1.0: Deotona 10.0;

Baci 11 us.: rn."\rrons. ;nates i oran":.

resta de j:;3cteri s presents la :nostra, i:Jermetent el

man
í

fo I 1.0.0: clorur sòdic 75.0; raia c:= fenol 1�'.025� aqar-

:\oar 15. O; oH
- <="
I .. ,_J

L 'ele'-'='Icia c orrc eri t re c a
ó d.s::? sal ; 'lhibeix el CTel�:ament de la

creixement jels e=tafilococs. Els posibles coaqulasa positius

orodueixen colònies arrodonides amb zones qroc brillant, en

canvi els estafilococs no patòqens formen colònies púrpura

'1ermelloses.

5.0: aqar-aqar 12.0: oH 7.3

- Aiqua de peotona (q/L); peptona 10.0. clorur sòdic 5.0;

- Aqar cer DNasa (aiL): Triptosa 20.0; DNA 2.0: clorur sòdic

PROTOCOL

- A part.ir de lml de la mostra es sembra un tub amb caldo

a.- Preenriquiment:

Baird-Parker (ioual composició de 'apar Baird-Parker sense

afeQir-hi 1 'aqar).

Incubació 24h. a 37QC.
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b.- Identific3ció:

�� 0.1 mi ri�l medi de Dreenrlqulmen� es sembra en

�uper+icie en aoar P3ird-P�rker

In�ubació 2�-48 hores � 37QC

L2S colònies �ospitcses oue s'observin en el creixament en

[) 1. ,?c.:'\ ':"!"1 un medi absent d'inhibidors (ex.

s
í

cru e de oeptona). f::vitant 2i::.í. que 20uests interferèixin en

les oraves posteriors.

- Un cop crescut en 1 ':dqua de peptona cal assaiar les

seqQents proves:

a.- DNasa: Cal sembrar una estria al centre de la placa amb

aoar oer DNasa i s'incuba 24 hares a 37QC. Transcorrequt

aquest temps s'inunda la placa amb ac. clorhidirc IN. el qual

reacciona amb el ONA del medi formant un precipitat tèrbol.

les colònies Que han :Jroduit DNasa apareixen rode;ades d'un

substr'-\cte Que ,-onté fraaments de nucleòtids que no

orecioiten amb}, 'àcid, mostrant un halo clar al voltant de la

col
ò

n i e..

plasma de conill i la suspensió bacteriana. s'incuba a 37QC

b.- P'-ova de la Plasmocoaoulasa: Es mezclen a parts iquals

efectuant 13 lectura de la coaqulació a 1 es 3-4 hores

d'incubació.
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el medi Rippey � Cabelli (medi amb trehalosa) el més

i

Si bé Aeromonas creix bé en medis rics com 1 'Boar

nutritiu. aixi com en medis selectius per enterobacteriacies,

com 1 'aoar McConkev. �,,-Endo Ò Salmonella-5iohella, en aquests

medis tenim 1 'inconvenient de que les morfolooies colonials

es ooden confondre �mb les de les entèriques. produint a més

�alces oxidases neaatives.

�xisteixen varis medis selectius per Aeromonas, essent

recomanat Der la �eva selectivitat, especificitat

eficiència de recuper�ció.

MEDIS DE CULTIU I REACTIUS

- Medi e.mb trehalosa (aiL): Tríptona 5.0; extracte de llevat

2.0; trehalosa 5.0; clorur sòdic

3.0; clorur potàs5ic 2.0; sulfat

maanèsic heptahidratat 0.2;

clorur �èrric hexahidratat 0.1;

hlau de bromotimol 0.04; aoar-

;loar 15

S.aiusta el oH 9 8 amb hidròxid sòdic 10M
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- Reactiu de l'o}:idasa: El reactiu utilitzat és el

,,?,_,tor::i 9.U l5 Inl nut: 1212C. '··"s o e
í

x

l I) rn I

:2() ma

D�so>: i.l ê'i::. s
ò

d
í

e 100 ma

�s re�artelX en claaues.

- M2di amb manitol: La pr-eparaciO és iqual que Ei medi "'-mb

�rehalosa substituint el sucre aer 5 qr de manitol 0.08 qr

de blau de br�motimol. Un cop esterilitzat s'afaoelx 1 Qr/L

de desoxicolat sòdic i es reparteix en claques.

- Fosfat T=-.mp6 S=-.li (PBS) (o/U: Clorur sòdic 7.2; Fosfat

sòdic 1.48: fosfat

dipotàssic 0.43: pH 7.2

N.N�N.N.tetrametil-p-fenildiamina en soluci6 aquosa �l 1%.

PROTOCOL

-\ - 2
- >

_ Es crep3.ren dilucions 10 • lO i 10 de la mostra en Rinqer

1/4� cada diluci6 cal fer-la per duplicat.

- Les d i Luc i ori-s es filtren a través d'un filtre de membrana

de 47mm de di ametre i 0.45;( m de tamanv de porus (Gelman).
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��QC ouran� 18-20

._- lIn cao s: i I t; r ':' d a i .c'. mo s t r> .
rnembr-ana s -:e>:T:.en = oo r e una

- Fi nal ment. es un altre oaoer de filtre amb el

'._'n paper de

- "':s tr�sllada • membr�na en 'In medi 2mD m3n1�ol Guran� 2-3

hores.

_ T�anscorrequt �cue5t i.:.emos es '-1) 00S1 td s onr e

filtre amb PBS durant 2-3 minuts.

reactie de 1 'Qxidasa.

Es consideren Aeromonas SD. aquelles colònies de 2mm de

tamanv aue viren a coler qroc� tant en el medi amb trehalosa

com en el manitol, Que amb 1 'Qxidasa donen un halo violeta.
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trobar :'I l' a i qua cal procedir a Lln preenriquiment de la

VIBRIO

Si bé en el D3i��os en els aue ei colera oracticament ha

desaoarescut 2� dona coca i mport.,?r.ci a ." Id lnves�iQació del

'''ibrio, el ql�an es corre el risc

de propaqació d'una oo i d
è

n
í

e deGlIt cl la presènci." de malalts

Q oortadors de oèr�ens que provenen del extranqer, en aqLlest

cas e a I 'anàlisi de les aioües r-esi dual s

contaminades oer les deoosicions d'aquests malalts.

Deout :>. la baixa concentració de Vibriq que es preveu

mostr? �mb �ioua peptonada a diferent concentració de sal i a

difer�r.t pH, tenint en compte els diferents requeriments que

presenten les diferents espè __ ies pel seu creixament.

é't- eenr i aui ment. partirem de 20ml de la mostra que

afeqirem a 200ml de cada un dels 5eaüents medis de cultiu:

- Aioua peptonada tamponada

Aioua peptoneda alcalina (clorur sòdic 5.0a/L), pH 8.5

_ Aiaua peotonada hiperalcalina (CINa 50.0a/L)

Cada medi s'incubarà 18-24 hores a 37QC.

A continuació cal procedir a 1 'enriquiment de la mostra

Que es realitzarà en el medi Aoar de Tiosulfat citrat-Bilis-

Sacarosa (TCBS), medi selectiu pelS v.ibrions enteropatòqens.
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complementar aquesta identificació presumtiva també

per

cal

inhibint c r e
í

:-:ament de l�s enterobactèries deout a les

�levades concentr·;\cions de c r t r e r , tiosulfdt. o iLí .e i clorur

7òdic.

Medi TeBS 'oiL): Pepto!la de caseina 5.0: peptona de carn

5.0; �xtr�cte de llevat � .. o; citrat =òdic ILl.O; tiosulfat

sòdic 10.0: hilis bovina 5.0: colat sòdic 3.0: sacarosa 20.0:

clorur sòdic 10.0: citrat fèrric .l.0: blau de timol 0.04;

blau de bro�otimol 0.04; aoar-�oar 14.0:

Per I 'enriauiment cal sembrar una nansa de cultiu de

cada medi de oreenriquiment sobre una placa de TeaS i incubar

durant 18-24 hares a 37QC.

Tècniques de identificació:

a.- Identificació presumtiva:

!::s re';llitza � oartir de la morfolooia colonial sobre el medi

Teas (f i nes orooues) essent també no productors de

sulfhídric fermentadors a no de la sacarosa.

realitzar les seoüents proves:

medi de I<lioler

- aoar de lisina i ferro

fermentació de la qlucosa amb producció de qas

- prova de 1 'oxidasa
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- producció de Beta-Qalactosidasa• lisina descarboxilasa.

b.- Identificació definitiva:

_ �ensibilitat al compost Vibriostàtic 0/129

creixament en aioua peptonada sense CINa i 3mb CINa al 13%

- prova de VOQes-Proskauer

prova del Indol

ornitina descarboxilasa i arqinina dihidrolasa.

_ aqlutinaci6 de antisueros monovalents d'anti V.cholerae
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de �embres de mostra directe on s'efectuarà. també. el

METODE DEL RECOMPTE
..

EN PLACA

Un cop Dassat el temps d'incubació es compten les

colònies que s'han desenvolupat en cada una de les plaques

tenint em compte les seqüents consideracions:

- Per fer el recompte es �eleccionarà aquella placa que

continqui entre 30 i 300 colònies. descartant les altres.

- Si són vàries les que es troben en aquest intèrval es

comotaran totes i com a resultat es donarà la suma total del

nombre de colònies referit a la suma dels volums reals de

mostra sembrats a cada placa.

_ Si cap placa està dins l'interval considerat es pendrà el

valor més oròxim a qualsevol dels dos extrems. en aquest cas

els resultats es donaran com aproximats, excepte en els casos

recompte de plaques amb menys de 30 colònies.

I,
j
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del triplet cansi derat. Aquest resultat correspon a la

,

METODE DEL NOMBRE MES PROBABLE (NMP)

nesorés del ternos d'incubacIó de cada microoroanisme, es

�3 la lectura deIs r2sLd tats. El Droces de '_;.>.loració és el

seoüent:

1.- Anotar ner cada �èrje tres tubs. els nombre dels

considerats com .� positius, 'Sequint 1 'ordre d'esquerra a

dret� ser�:

- L.a ori mer ='- ::ifra és la corresponent al nombre de tubs

positius de la inoculació feta amb 10ml de mostra.

_ La seqona xifr� correspon al nombre de tubs positius en la

inoculació f2ta amb lml de mostra.

- ��i x í <;.ucceo:si v nrnerrt f i ns arri bar anotar la sèrie de

dilucions realitzada.

2.- Per ohtenir el NMP es oodran sequir das mètodes que donen

resultats equivalents:

a.- De les xifres anotades anteriorment, s'aqafa un triplet,

tres xifres consecutives, de manera que l 'última xifra siqui

zero. Obtenir per mitià de la taula del NMP el valor del

triplet seleccionat. Multiplicar aquest valor per l' invers

del valor de la dilució que correspon a la inoculació central

conceñtració de microorqanismes en 100ml de mostra.
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'�.- :--.� l�= �:lf""'e== 3no-t..:'.des =.o e r ar' :J!\ r::-loiet de: manereo. Clue 1:3.

TAULA DEL �¡MP

Nombre de tubs que donen
reacció positiva "entre: Limits de confiançaNMP

3tubs 3tubs 3 tubs organismesl
10ml lml 0,1 mi l100ml a 95 % a 99 %

O O O <3
O O 1 3 < 1 17 <1 23
O 1 O 3 < 10 17 < 1 23
O 2 O 6,2 2 23 1 29
1 O O 3,6 1 21 <1 28
1 O 1 7,2 2 27 1 35

lo 1 O 7,3 2 28 1 36
1 1 1 11 4 34 2 43
1 2 O 11 4 35 2 44

1 2 1 15 6 41 4 51
1 3 O 16 6 42 4 52
2 O O 9,1 2 38 1 50
2 O 1 14 5 48 3 62
2 1 O 15 5 50 3 65
2 1 1 20 8 61 5 77
2 2 O 21 8 63 5 80

2 2 1 28 11 75 7 93
2 3 O 29 12 78 8 97
3 O O 23 7 129 4 177

3 O 1 39 lO 180 10 230

3 O 2 64 20 230 10 290

3 1 O 43 20 210 10 290

3 1 1 75 20 280 20 370

3 1 2 120 40" 350 20 450

3 2 O 93 30 390 20 620

3 2 1 150 50 510 30 650

3 2 2 210 80 540 50 820

3 2 3 290 120 800 80 .990

3 3 O 240 100 1400 < 100 1900

3 3 1 460 200 2400 100 3200

3 3 2 1100 300 4800 200 6400

3 3 3 >2400
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REi=ERENCIES O'ALGUNS MEDIS DE CULTIU DESHIDRATATS

COMERCIALITZATS

- Aaar Sabouraud Glucosat:

EBL 11584

Difco 0109

t1erck 5437

- Medi pel recomote total de colònies:

BBL 11636

Difco 0479

Merck 1621

- Caldo Lacto�at per Colimetria:

BBL 11558

Difco 0227

- Medi de Rothe per Estreptometria:

BBL 11000

Difco 0442

Merck 1590

- Medi de Litsky:

BBL 11226

Difco 0442

Merck 1590
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- Medi de Klilaer-:

BBl_ 11317

Difca 0086

"ler-ck 1342

- 1'1edi de Simmons:

BBL 11620

Difco 0091

Mer-ck 2501

- Medi de Chapman TTC=

BBL 11702

Difco 0455

Mer-ck 5471
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