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NORMA VENEZOLANA COVENIN
~ ALIMENTOS 252288
RECUENTO DE ENTERDCOCOS

1 NORMAS COVENIN A CONSULTAR

COVENIN 1126-77 flimentos., Codificacion y preparacién de muestras para el
anidlicis microbiolagico,

COVENIN 1104-84 Rlimentos, Determinacion del Namero Mas Frobable de

2 0BJETO Y CAMPO DE APLICACION

y Streptococcus {faecium (S, faecium var durans) en alimentos, mediante el recuento

en placas o en aguas por el método del Nuamero Mas Probable.

hd

3 RESUMEN DEL ENSAYU

3.1 El método del recuento en placas consiste en sembrar la muestra o
diluciones de la misma en placas de Petri con un medioc de cultivo celectivo,
incubarlas a una temperatura entre 35 y 37°C durante 18 a 72 h, segdn el medioc de
cultivo utilizado, seleccionar las placas que presenten colonias caracteristicas,
hacer el recuento y confirmar si corresponden o no a enterococos.

3.2 El método del Nimero Mas Probable consiste en colocar determinadas
cantidades de muestra y/o sus diluciones, en cada uno de 3 & 5 lLubos de ensayo vy
un medio de cultivo aproplado. Después del periodo de incubacicn, se observan los

tubos y en aquellos que presenten turbiedad (positivos presuntivos) se  hacen
pruebas confirmativas.

4 EQUIFOD

4.1 EGUIFD PAKRA LA PREFARACIDN DE HUESTHAS (Segun Nerma Venezclana COVENIN
1126)

3.2 CONTADUR DE COLONIAS
4.3 INCUBADORA CON REGULADODR DE TEMPERATURA, graduada a 35°C-37°L.
4.4 TERMOMETRO, con escala graduada de 0°C a 100°C

4.5 PLACAS DE PETRI, ectériles de 1S5 mm x 100 mn.



4.6 BAKO DE AGUA, con regulador de temperatura, graduado a 44-46°C.

3 MATERIALES Y REACTIVOS

5.1 MEDIOS DE CULTIVOD (Véase anexo 1)
%kt Agar K.F. Streptococcus (1)
el Agar sangre azida cristal violeta de Facker.
i B A Agar bilis esculina.
3.1.4 Caldo infusio; cerebro cor;zcn.
Svilna Caldo infusidn cerebro corazdén con 6,5L de clorurc de sodio.
el Caldo glucosa azida.
geleid Agar selectivo para enterococos de Ffizer
Su2 DILUENTE
>

s A Aguz peptonada al 0,1% (ver Norma Venezolanz COVENIN 1126).

S22 Solucién tampén fosfato (solucibn de Butterfield) (ver Norma Venezolana
COVENIN 1126).

3.3 REACTIVOS

93,1 Solucioén de pertxido de hidrogeno al 3.

&' PREPARACION DE LAS MUESTEAS

L muestra se codifica y se prepara segun lo establecido en la Norma Venezolana
COVENIN 1126,

7 PROCEDIMIENTD

7.1 RECUENTO EN FLACAS

7.-1% Se transfiere 4 ml de la muestra del alimento previamente preparada y/o
sus diluciones a placas de Petri estériles, por duplicado.

TAr U S agrega alrededor de 15 ml de agar K.F. Streptococcus o agar  cangre
azida cristal vicleta de Packer, previamente fundido y temperado a 44-44°C en



cada placa de Petri, se mezcla suavemente el agar y la muestra por rotacidn y se

deja solidificar. Se invierten las placas y se incuban en la estufa de acuerdo a

3 lo indicado en la Tabla 1. Para productos licteos se recomienda aumentar la

: temperatura de incubacién a 45°C a fin de reducir el enmascaramiento por
‘lactobacilos y otros enterococos.

PEFrE e

TABLA 1. Condiciones de incubacién de las placas

TEMPERATURA TIEMFO CARACTERISTICAS DE LAS
! AGAR DE INCUBACION DE COLONIAS

o o {°c) INCUBACION

’ (h)

K.F. Streptococcus 35 + 0,5 48 + 3 Colonias color rojo oscuro
faecalis) y rosado claro

u

Packer | ie Colonias equenacs de color
peg
violets

7 N Se seleccionan las placas gue presenten entre 30 y 300 colonias y se
cuentan las que presenten las caracteristicas sefizladas en la Tablas 1.

7.1.4 Se calcula el ndmero presuntivo de enterccocos por gramo o por mililitre
de muestra.

3 7.1.5  Pruebas confirmativas de enterococos

Tt Gt Se seleccionan 2 o mé&s colonias tipicss y se =iembra cada una en tubos
con caldo infusidn cerebro corazén. Se incuban & 3% - 37°C por 1B 2 24 h o hasta
la aparicion de turbiedac. Estos cultivos se utilizarén para realizar estudios
bioguimicos y morfoldgicos.

70 s Se hace upa coloracign de Gram para cada cullivo y se observe los cocos
tipicos, redondos, Gram positivos, en pares o en cadenas cortas o largas.

7<1.8.3 Prueba de la catalacza.

e i i
A

Se transfiere con pipeta, estérilmente, zlrededor de 3 ml de cada cultivo a tubeo

gue contengan aproximadamente 0,5 ml de soclucidn de percoxide de hidrogenc al 3%
¢ y se mezclan. Los enterococos cson catalasa negativos (no hay formacion  de
£ burbujas).

. F-1.9.% Crecimiento a 45°C en caldo infusidn cerebro corazan,

B Se inocula un tubo de caldo irfusién cerebro corazzgn (previamente calentado &
45°C) con el cultivo en estudio . Se incubz a 45°C por 48 h y &1 cabo de ese
tiempo se observa si hay crecimiento {(aparicidn de turbiedad en el medic).
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Tl .5 Crecimiento en caldo infusién cerebro corazon con 6,3% de cloruroc de
sodio

8e inocula un tubo de caldo infusidn cerebro corazon que contenga &,u% de cloruro
de sodio con el cultivo en estudio. Se incuba a 35 - 37°C por 72 h y se observa si
hay crecimiento (aparicidn de turbiedad en el medio).

P P Crecimiento en agar bilis esculina.

Se  inocula un tubo que contenga agar bilis esculina inclinado y s& incuba a 35°¢C
por 24 h, Se observa si hay crecimiento (la prueba es positiva si hay
ennegrecimiento).

Tiwil e sdn 1 Caracterizacidén de un enterococo

8i es catalasa negativo , crece a 45°C, tolera una concentracion de 6,5% de
cloruro de sodio y crece en agar bilis esculina, 'se confirma que el cultivo es un
enterococo.

752 NUMERO MAS PROBABLE

Tie 20 Se sigue el procedimiento descrito en la Norma Venezoclana  COVENIN 1104
para series de 3 y 5 tubos perc utilizando caldo glucosa azida, en lugar del caldo
lauril sulfato triptbsa. Se incuban los tubos a 3%°C por 48 h.
™

Segun el tipo de agua a ser analizada, deberd usarse 10 w1l de caldo de
concentracién simple para indculos de 1 ml o menores y 10 ml de caldo de
concentracién doble para indéculos de 10 ml. Las porciones empleadas variaran en
tamafic y nimero seglin las caracteristicas de la muestra.

7.2.2 Se observan los tubos a las 24 h y 48 h y aquellps gque presenten turbiedad
se consideran positivos presuntivos y deben confirmarse.

Fo2e3 Pruebas confirmativacs

A partir de los cultives positivos en caldo glucosa azida, se siembra una asada en
agar selectivo para enterococos de Pfizer o Agar'K.F Streptococcus contenida en
placas de Petri. Se incuban & 35 + 0,5°C por 24 + 2 h. Las colonias en agar
selectivo para enterococos <cson de color marron negruzcas con halos marrones. Las
colonias en agar K.F Streptococcus son de color rojo oscuro (5. fzecalis) vy
rosade claro (S. faecium).

7028 Los recultados se leen segun lo establecido en la Norma Venezolana COVENIN
1104 (se 1llevan & la Tabla del NMP que corresponda) y se czlcula el Namero . Mag
Probable de enterococos por mililitro.

g EXPRESION DE RESULTADOS

El recuento de enterococos en la muestra se expresa segun el método utilizado de
la siguiente forma:

B.1 Para recuento en placa , ctomo unidades formadoracs de colonias por
gramo o por mililitro (ufc/g o ufc/ml).



8.2 Fara la técnica del Nimero Mas Frobable, como Numero Mas Frobable por
mililitro segin lo establecido en.la Norma Venezolana COVENIN 1104.

9 INFORME

9.1 El informe del ensayo deberd indicar como minimo la siguiente informacion:
o W | Ensayo realizado sequn la presente Norma.

e Fecha en la cual se realizd el ensayo y nombre de quién lo realizo.

9.1.3 Identificacidp de la nmuestra.

9.1.4 Resultados.

2.1.8 Observaciones.
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Férmula y preparacion de los medios de cultive regueridos para detectar la
gresencia de enterococos.
1 Agar K.F Streptococcus

1.1 Férmula (g/1)

Froteosa-peptona No. 3 6 polipeptona .....c.ociiernnnrinrneniennnnnnns 10,0 g
Extracto de levadura ....... e i R B et be T e e wie e NI T S 10,0 0
CYOElro del sogddios .t iihe s o ol o T e T I RN WP Lk & 5,0 g
Glicernfosfato de sodio ......... OISR L SR SR - A S ol 10,0 g
MLt QST ti/aa 7= ote ata o )sialotale alsliie toia 804 In s i atn siie ataTe 0 e evaTa e o le s W Bt o o abese; enalmiomie 20,0 g
T o e s S o sl s e PR e e N e i oo a e i S 1,0 g
fzida de sodioc ...... AT I A PRI Ciuieleieiass s W e e el e Less oy 0,4 g
R e AR S S R B A T v ay e at e TATRIN W e R ® (RN a, A 20,0 0
Purpura de bromocresol ..........00. AR - S e mr BACE 0,0019 g
Agua destilada ....eovvvenvnnncsnnrrarnarnen P RS s 1 1000,0 ml

1.2 Preparacion
Se mezclan los componentes de la férmula en 1000 ml de agua destilada.

Se calienta la mezcla hasta su puntoc de ebullicidn para obtener una
homogeneizacion de ingredientes vy fundir el agar. ©Se distribuye en matraces
Erlenmeyer en los volumenes adecuados y ce esteriliza & 121 °C durante un maximo
de 10 minutos. Se lleva & una temperatura entre 50°C y 60°C y se afade 1 ml de
una solucién acuosa estéril al 1% de cloruro de 2, 3, 5 trifeniltetrazolium ( T 1T
£) por cada 100 wl de medio. Se mezria hasta obtener una distribucion uniforme. £l
medio se puede mantener entre 45°( - S0°C hasta cuatro horas en bafo de agua.

2 Agar sangre azida cristal violeta de Packer

2.1 Férmula (g/1)

B AT T DS Ba s ovats oiets) o i slia. o166z avnin a0 o Vie wieivis s RuEe Sie wiaZe winie s win o imn piebeieie nir n b 1% g
B v U OIACATTIE. sl <ol aisiatats olaaberial ite s & el 62a s & aUsiiata /RVALe s mun slaia atelase m:n bk o 3 g
P e E LR e R CIMAD o Sk e s oo e s bisiaia e atalal wiels v i s sfani e, o usn s Al atehatersratuleiose ot EH18 56
DT o el AT ks (e B o ois 0o o e oy o a7, MBS o O 428 B8 Tallafay 808 ayRPale shv atedatete Sd Sl 30 g
Sangre de ovelja desfibrinada .......ccccimnieiiinrrnaranas e T R 50 mi



0

Cristal violeta (S5ol.acupsa al OQ,1% (p/v) ..euiiciiiiiiiiiinnnnnns 2 ml
Azida c0dica vovevenvnn.. D 0 s e A e E e L | ———— 0,% g
At BRSEITTEAR s v macswimraere s SaleEeTEiE R o WA e S BUATST TR 8 1000 ml

Se anade la triptosa, el extracto de carne, el cloruro sédico y el agar a un litro
de agua destilada y se calienta hasta ebullicion para disolver completamente. GSe
lleva a 50 °C - 60 °C y se ajusta la reaccion de tal forma que el pH después de la
esterilizacidn sea de 7-7,2. 8e distribuye en voldmenes de 100 ml, <ce esteriliza

en autoclave (121°C durante 15 minutes). Se lleva a 50°C y se aiade a cada 100 ml
los siguientes componentes:

al 5 ml de sangre fresca de oveja desfibrinada (se conserva la sangre no mas de
una semana antes de ser utilizada).

b) 0,2 ml de una solucion de cristal violeta (se esteriliza esta solucion & 121°
c durante 20 minutos y se conserva a 1-5%°(C),

c) I ml de wuna splucién acucse estéril al S% de azida sodica ise e
esta solucién por filtracion).

terilize

(L)

Se wmezcla bien, se lleva a 44-46 °C y se distribuye en placas &l momento de ser
utilizadas.

3 Agar bilis esculina

3.1 Férmula (g/1)

Extracto de CEENE ek i vevaadn b il pilesie@s &5 evveaeaeis oo e e i e iy o
Peptona .i.iivescassas T R L LT Vs ; g
Sales bilnares HdoxGall) cowee reslememmmen e pemomms e e wae v s e sis s dib oo

CItrato $8erico & oo vu sssvineaasi ve eanies o e wislisaniis

Ol\.
R I g d

[ o}

ERCULIANE warmavy i e o 0 em e Sieraieienieieane o

AQBY & sibsiasiam vl w8 500 boe siae a0 AE A ele e e s e ok Sieeiee i dle Seae e e T ¥

Agua destiladz ...... R B R R e S R o e e e e ees O00 m]

3.2 Preparacién

Se disuelve g! extracto de «carne, la peptonz y el aogar en 400 wl de agus
destilada. Separadamente se disuelve el citrato férrice en 100 ml de agua. GSe
disuelven las sales biliares en 400 ml de agua. ©Se mezclan las soluciones y se
calientan a 100°C por 10 min. Luego se esteriliza en zutoclave a 121 °C por 15 min
y se lleva a una temperatura de 50 ©C., Asépticamente, ce afaden 100 ml de wuna
solucién de esculina al 1% previamente esterilizada por filtracion. Se distribuyen
4 ml en tubos de 13 mm » 100 mm con tapa de rosca formando bisel.



NOTA: La solucién de esculina debe calentarse previamente antes de la filtracion

para facilitar la disolucidn completa.
4 Caldo infusién cerebro corazon

4.1 Formula (g/l)

Infusién de cerebro de ternero ...ovvevvns A e ‘
Infusion de corazdn de ganado «c.swvveesronsencvenanns
Peptaﬁa o proteosa peptonad ... vevvonerannciniernans
Fosfato de sodio monchidrogenado ......... O SO
Blucosa: .o s B T¥ia el - o T e, e b ek
Cloruro de s0di0 «euvevsn R R PR R
Agua destilada ..coveewenn o e s NI A P T SR T

4,2 FPreparacion

Se disuelven los ingredientes en el agua destilada,

L
“ .
s B
wt o
oo

(U= Q=]

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

se dispensa esta solucion en

tubos de ensayo , en cantidades de 5 ml, se esterilizan en autoclave a 7 H

durante 15 min. El pH final debe ®star en 7,4.

6.1 Férmula (g/1)

Extracto de carne cceessvenees O e A i by T,
Triptona o polipeptrona ... iiinnnnnnnnncenrionaas
BIUCOSE aoie s tlesio e vinsivhicetne e i A B e A et S
e ro ado SO0E0T i Sl sl sl s eissele sisinlaiareis s kadeis e/ain stasn s
Azida de " Bpdin .t o A S N Pl s T e A
Agua destilada «ovvevnnecnnnnnn A S O R R A b

6.2 Preparacion

Se disuelven los ingredientes en el agua destilada.
esteriliza en autoclave por 15 min a 121 °C. El pH
la esterilizacian.

............... Foy

............... 0,2 g

Se distribuye en tubos y se
detera ser de 7,72 despues de



7.1 Farmula (g/l)

PEPLONE: B cunmminm e no s e sepiaeniiemie o Wi vis aanpaiv s %5 65 saatseatsieih e § 17,0 g
PEREGHE B womewmin i om v we e s e’s o sieeteivere sl 5 Sg 50 e v 6 3,0 g
EyEracto de Tevadiras . ecwes s cavilasimees Suhi sy w e smiiedesesed o 9,0 g
Bilis bacteriolégica «ovveveecrvrnnnarnss o R B e d B e e S v 10,0 g
Cloruro de sodio R crevsanswnyan o v e e 4 A 5,0 g
Citrato de! s8098 e v as s e aEoROn Sm T e At W e L6 g
Esculina .,..uviivininiiniiiiiiinnns SRR e el e R 4 e e i,0 g
Citrato amonico férrico ..... i T i S i e P el D 0,3 g
Azida de 200310 +vvrvwwnnnernns SR, F—— e e e e ¢, 78g
RORY commmiems o swmmnines &5 SR EeE/EEes K S SRR R R R AR i R R 13,0 g
Agua destilada ..o vvrrvencnnans ;...... ........................... 1000 ml

Ta2 Freparacidn

Se disuelven los ingredientes en el agua destilada. Se esteriliza a 121 °C por 1§
minutos.

El pH deber& ser de 7,1 despues de la esterilizacion. El medio debera& mantenerce
a 45 - 50 °C por no mas de 4 h antes de verterlo en las placas.
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