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NORMA VENEZOLANA COVENIN
ALIMENTOS. AISLAMIENTD Y RECUENTD 1644-92
DE BACILLUS CEREUS

1 NORMAS COVENIN A CONSULTAR

COVENIN 1126-89 Alimentos. Identificacibn v preparacitn de muestras para el
analisis microbioldgico.

COVENIN 902-87 Alimentos. Método pare recuento de colonias de bacterias
aerobias en placas de Petri.

COVENIN 1291-88 Alimentos. Aislamiento e identificacibén de Salmonella.

2 OBJETD Y CAMPD DE APLICACION

Esta Norma Venezolana contempla el mstodo de ensayo para la determinacion
cuantitativa de Bacillus cereus mediante la utilizacidn de un medic de cultive

s6lido apropiado, en placas de Petri.

3 PRINCIPIOD

3.1 El método consiste en sembrar un volumen dado de una muestra representativa y
homogénea del alimento a anmalizar y/o diluciones de la misma, en la superficie de
un medio de enriguecimiento s&lido selectivo repartido en placas de Petri.

3.2 Después del periodo de incubacién, se seleccionan las colonias,

caracteristicas y se confirman mediante una coloracibn de OBram, produccitn de
nitritos, fermentacitn de manitol y produccisdn de acetilmetilcarbinol.

4 EBUIPOS E INSTRUMENTOS

4.1 Eguipo para la preparacibn de muestras (segin Norma Venezolana
COVENIN 1126).

4.2 Incubadora con regulador de temperatura
4,3 Contador de colonias

4.4 Pipetas graduadas de | ml y 10 al, estériles



4.5 Frascos v tubos de dilucién, estériles
4.4 Placas de Petri de 15 x 100 mm, estériles
4,7 Gradillas para tubos de ensayp

4.B Espatulas de vidrio, estériles

4.9 Liminas portaobjeto

4,10 Tubos de ensayp estériles

4.11 Equipo de uso comin en el laboratorio

S MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS
5.1 DILUENTES
5.1.1 Agua peptonada al 0,1% (Ver Norma Venezolana COVENIN 1126)

5.1.2 Solucidn tampdn fosfato (solucidn de Butterfield) (Ver Norma Venezolana
COVENIN 11256},

5.2 MEDIDS DE CULTIVO

5.2.1 Agar manitol yema de huevo polimixina rojo fenol (MYP)
5.2.2 Agar yema de huevo polimixina trifeniltetrazelio (YPTTC}
S.2.3 Agar polimixina piruvato yema de huevo manitol azul de bromotimol (PEMBA)
5.2.4 Agar K6 (Kim and Geopfert)

5.2.5 Agar nutritivo

5.2.6 Caldo nitrato

5.2.8 Caldo manitol rojo fenol

5.3 REACTIVOS

5.3.1 OSolucibn de &cido sulfanilico

5.3.2 Solucibén de 5 amino 2 naftilen sulftnico

5.3.3 Reactivos para la coloracién de Gram

5.3.4 Solucidn de o« -naftol 5% en alcohol isopropilico

5.3.5 Solucidén de hidrdxido de potasio al 404 (KOH)
5.3.6 Cristales de creatina



b MATERIALES A ENSAYAR

El material a ensayar consiste en una muestra representativa del alimento, tomada
segin la Norma Venezolana COVENIN 1126,

7  PROCEDIMIENTO

7.1 PREPARACION DE LA MUESTRA

La muestra se identifica y prepara segin la Norma Venezolana COVENIN 1126.

7.2 AISLAMIENTD Y RECUENTD DE BACILLUS CEREUS

=1 -4
Pl Se preparan las diluciones requeridas (10 a 10 o mas si scse estima
conveniente).

722 Se inocula 0,1 ml de cada dilicién por duplicado, en la superficie de
placas de Petri gque contengan alguno de los siguientes medios de cultivo: agar
MYP, agar yema de huevo pplimixina trifeniltetrazolio, agar Pemba, agar KG. La
superficie de las placas debe estar bien seca antes de la inoculacioén,

7.2.3 5i se sospecha la presencia de Proteus (que desarrolla colonias invasoras)
en la muestra, se agrega ! ml de alcohol etilico de 94% sobre el agar y se deja
evaporar en la estufa. También se puede aumentar el centenido de cloruro de sodio
en el agar hasta 1,3% con la misma finalidad.

7.2.4 Be incuban las placas invertidas en la estufa a 30-35°C durante 20-24
horas.

7.2.5 Al final del periodo de incubacién se eligen las placas gue tengan entre 3
y 30 colonias que presenten las caracteristicas que se indican a continuacién:

7:i249.1 Agar MYP y Agar KB. Colonias rosadas, gqrandes, secas, rugosas, de
bordes irregulares, rodeadas © no de una zona de precipitacidn (actividad de
lecitinasa) spbre un fonde nitido de color rosado (debido a wuna ligera
alcalinizacidn del medio producida por el microorganismol.

Tv2eDe2 Agar YPTTC. Colonias rojo prpura brillante, rodeadas de una zona de
precipitacidn.

Tudeded Agar PEMBA. Colonias azul-verdoso, secas, rugosas, de bordes
irregulares, rodeadas de una zona de precipitacidn (actividad lecitinasal) scbre un
fondo nitido de celor azul (debido & una ligera alcalinizacidn del medio producida
por el microorganismo ya gque no fermenta el manitol).



7.3 CONFIRMACION DE LAS COLONIAS PRESUNTIVAS DE BACILLUS CEREUS

Teciard Es preciso confirmar las colonias presuntivas yva gue algunas especies gque
no son B. cereus producen una reaccign debilmente positiva para la yema de huevo
(lecitinasa)l. Por otra parte, el &cido formado a partir del manitol puede
difundir en el medio, o las enzimas gue reducen el clorurp de trifeniltetrazolio

pueden difundir a las colonias negativas.

7o8.2 De cada una de las placas se seleccionan al menos 2 colonias de cada tipo
para realizar las pruebas confirmatorias. tas colonias seleccionadas se
transfieren a tubos con agar nutritivo inclinado y se incuban por 24 heoras a
30-35°C.

B v ore Se preparan frotis a partir del cultivo en agar nutritivo y se hace la
coloracigdn de Gram. Bacillus cereus es un bacile corto de extremos poco

redondeados, Gram positivo, con espora elipscidal, central o subterminal, no
deformante y de paredes delgadas, forma cadenas cortas o largas.

7.3.4.1 Reduccibn de nitratos a nitritos.

To3alal.d Se transfiere cultivo del agar nutritivo a un tubo con caldo nitrato y
se incuba por 24 horas a 30-35°C.

7.3.4.1.2 Al +final del periodo de incubacién, se agregan los reactivos para
revelar la presencia de nitritos, se agitan los tubos y se observa el color. La
aparicidn de un color rosado o rojo indica la presencia de nitritos B. cereus
reduce los nitratos a nitritos.

7.3.4.2 Produccibn de acetilmetilcarbinol

7.3.4.2.1 Se transfiere cultivo del agar nutritivo a tubos con caldo VP
modificado y se incuban por 48 horas a 30-35°C.

1.3.8:202 Al +final del periodo de incubacibn se revela 1la presencia de
acetilmetilcarbinol colocando 1 ml del cultivo en un tubo vacio y agregando los
reactivos senalados en el anexo, se agitan los tubos y se afaden unpos cuantos
cristales de creatina para intensificar y acelerar la reaccion.

T e Frid s Lpe resultados se leen en el transcurso de | horz a temperaturs
ambiente. El desarrollo de una coloracién rosada o rojo intenso (carmesi) indica

NOTA 1 En caso de que para el aislamiento y recuento de B, cereus se wutilice

agar K6 es necesario confirmar con las pruebas del manitol lecitinasa y manitol.
7.3.4.3 Prueba del manitol y lecitinasa
Toovda3.1 Se inocula cultivo del agar nutritivo en un drea premarcada del agar

MYP (sin adicidn de polimixina) en una placa de Petri y se incuba por 24 horas =&
30-35°C.



7.3.4.3.2 La aparicidn de una zona de precipitacién alrededor de la colonia y un
color rosado debido & una ligera alcalinizacidn del medio es indicativo de gue B.

7.3.4.4 Prueba del manitol

7.3.4.4.1 Se transfiere cultivo del agar nutritivo a un tubo con caldeo manitol
rojo fenol y se incuba por 24 horas a 30-35°C.

7.3.4.4.2 La aparicibn de un color rosado debido a una ligera alcalinizacién del

B8 EXPRESION DE LOS RESULTADOS

B.1 Si todas las pruebas resultan caracteristicas se considerar&d el recuento

Recuento confirmativo = No. de colonias confirsadas x No. reciproco de la dilucidn
empleada x 10.

B.2 Si todas las pruebas confirmativag no resultan caracteristicas, se calcula la
relacidn entre 1las colonias confirmadas y el ndmero total de colonias probadas
mediante la siguiente expresidn:

Relacidn entre el No.

de colonias confirmadas Recuento presuntivo x No. de colonias confirmadas
y el No. total de colo- B. cereus.
nias probadas. B SESomrrerr e e e RS S S s L s SR e s TR ST x 10

B.4 Si no hay desarrolloc de las colonias indicadas en 7.2.5 o ninguna colonia de
las pruebas confirmativas, lops resultados se expresan como menos de "el nimero
reciproco de la primera dilucidn sembrada", multiplicado por 10 {ufc/g o ml) o
“menoes de 10 ufc/g o ml cuando se siembra la muestra sin diluir”.

B.S5 En caso de placas gue contengan menos de tres o mas de 30 colonias deben
seguirse las normas generales para recuento de colonias en placas de Petri vy
efectuarse los «c&lculos correspondientes, reportando el wvalor obtenido como
"estimado".
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FORMULA Y PREFARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVD Y REACTIVOS REQUERIDDS FARA
DETERMINAR LA FRESENCIA DE BACILLUS CEREUS EN ALIMENTOS

1 MEDID DE CULTIVD
1.1 Agar manitol yema de huevo polimixina rojo fenol (MYP).

i.1.1 Fdrmula:

E¥EF St 08 TaFNE: v vonie armdinaimm A sie sasass o b sy 1,0 g

PEREONG au s waiiviias snidulamiane s o5 e S0ae 88 s vaumiies 4 10,0 g
D=manitol i id i (e nnmne e m e sei Gk i 8 venae 10,0 g
Cloruro de sodio ......... $h e aie aie wiwieie Srammans s assonsiuie o » 10,0 g
Rojo fenol (solucibn al 0,2%4) ..iiiveiaenrinnnnnonnns v B0 BE
AGAY oo vl e BUEinh e s i NEeREE Feamsaewess  I8y0 G
Agua destilada .....convnnunnnnns phaerma e nhye e e die b $id ..B90 ml

1.1.2 Preparacibn:

1ilaZad Se agregan los ingredientes al agua, se mezcla bien, se calienta a
ebullicidn hasta disolucidn completa. Se tempera a S50-40°C y se ajusta el pH de
manera gque despuds de la esterilizacidn sea de 7,2 + 0,1,

1.1.2.2 BSe dispensan volumenes de 90 ml en frascos y se esteriliza a 121°C por 13
minutos.

1.%.2.3 Se dejan temperar a 45°C y a los 90 sl de medio base se agregan {0 al de
emulsidn de yema de huevo (partes iguales de yema de huevo y solucidn salina al
0,B5%) vy una solucidn de sulfato de polimixina B a una concentracidn final de 106
unidades/ml (aprox. 10 Ag/ml) esterilizada por filtracidn. Se mezcia bien y se
vierte el medio en placas de Fetri.

1.2 Afgar yema de huevo polimixina trifeniltetrazolio (YPTTC)
t.2.1 Fdrmula:
Agar REEFTEIVE covavmys in poesainieason ©F sedemes ia 1000 ml

Clprurc de sodio (NaCl}



Cloruro de trifeniltetrazolio .......coccuiinun 0,1 = 0,20
Palimixina B o---= N e e S Sl I U 20.000 UI
Emulsign de yema de hUBVD ......coceinnnssaaaas 100 ml
1.2.2 PFreparacidn:

Iv22:1 Se disuelve el clorurp de sodio en el agar nutritivo fundido y se ajusta
el pH de tal manera gue después de la esterilizacidn sea de 7,2 + 0,1,

1,2.2.2 Se esteriliza a 121°C durante {5 minutos, se tempera a 45°C y se agrega
gl cloruro de trifeniltetrazolio y la polimixina M, en soluciones preparadas
previamente y esterilizadas por filtracicn. Finalmente se agrega la emulsidn de
yema de huevo, se mezcla bien y se vierte el medio en placas de Fetri. Si no se
usa inmediatamente se puede almacenar refrigerado por no mas de 10 dias.

1.3 Agar PEMBA

1.3.1 Férmula

Peptona ...... e o7a Wiglaele 4 alee Wik iaiahary, 4l oitaTy 1,0 g
D-manitol ......... R R i ) Vo aih alalaane o i W s 200
Hq SB‘?HQO R R N N R R R I I R S R B B B R R R L R 0|1g

NEEL ol ke s ahioaiali ¢ ivaisiaa noachibiuts pat arammaista e s a v soenne Bl
Fosfato acido de sodio (Na,HPD,) ....ceevuvnnvvniann 0,25 ¢
Fosfato diacido de potasio (KH,PO,) ......oevvevvess 0,25 9
Azul de bromotimol (soluble &n agua) «veevevvraenees 0,129
BOAP  sdaiesoie eime v aii s ey SO R Lt o Ca et ke e s -8 o Pis caailana oiaiie on 18,0 ¢

Agua destilada covveevenneannn T U IS TR KA G v 1000 al

1.3.2 Preparacion:

{lalory 2oe k. Se agregan los ingredientes al agua, se mezcla bien y se calienta hasta
completa disolucidn, se lleva 50-60°C y se ajusta el pH a 7,4, Se dispensan
volumenes de 90 ml en frascos y se esteriliza a 121°C por 15 minutos (pH final =
7,2).

1083202 Se lleva a 48-50°C y se agregan las siguientes soluciones previamente
psterilizadas por filtracidnm:

a) Solucidn al 207 de piruvato de so8io ..cuevvacianans 50 ml

b) Emulsibn de yema de huevo (partes iguales de yema de huevo y solucion salina
al 0,BS%Y s niwsinans i AR R IO O g A R PR 5,0 ml

o



£} Polimixina B (Aerosporina) a una concentracion final de 100 wunidades/ml
taprox. 10 Mg/mli.

1.4 Agar Kb

1.1.4 Fdrmula:

Peptona ciancuiiasvivinssneessisnssrcoavenns s 1,0 g
Extracto de levadura .......ovovvnuivnnnnnans 0,5 g
Rojo #en0] s iieevivenrnnenanrannnnnens s i 0,025 g
AQAT swenmina o vwsamaone s soneses W N G A 18,0 g
Agua destilada .vvevevnviinnnnns iwsnae woen 9000 Wl

1.4.2 Preparacign:

Se disuelven los ingredientes en agua destilada y se ajusta el pH a 6,8, Se
esteriliza a 121°C por 20 minutos, se tempera a 50°C y se adicionan 10 ml de
emulsibébn  de yema de huevo (partes iguales de yema de huevo y solucibon salina al
0,85%) y una solucibn de sulfato de polimixina B a una concentracién final de 100
unidades/ml (aprox. 104 g/ml) esterilizada por filtraciobn, Se mezcla bien y se
vierte el medio en placas de Petri. Las placas pueden ser almacenadas a 4°C por
no mas de 7 dias.

1.5 Agar nutritivo (ver su preparacién en la Norma Venerolana COVENIN 1291).

1.6 Caldo nitrato

{1.6.1 Fbrmula:

PEptona siceeetccecarvssntressrssnnnsesrsrensonenaas 5,0 g
Extracto de carne .......oivunevnn. T 3,00
KNO {Libre de nitritos) ............c00nn EERET R 1,0 g
fgua destilada coaine i v imueman on Seae s Al ST s 1600 ml

1.6.2 Preparac:én:

Se dicsuelven los ingredientes, se ajusta el pH a 7,2. Se reparte en tubos en
volumenes de 5 ml, se esteriliza a 121°C por 20 minutos. pH final = 7,0 + 0,2,



1.7.1 Farmula:

Proteosa peptona .....cievuvvoan o M e S ST 7,0 g

BIUCOS3 (. cnnnns R ~ AR AT il S eaiaets Loiatals v Sii i 5,0 g

Cloruro de s00io s.cecv.e PR B e A SR L P 3,0 g '.
fAgua destilada ............... scaa o iake oy NP A L 1000 ml i

1.7.2 Preparacibn:

Se disuelven los ingredientes en el agua destilada. Se distribuyen volumenes de S
ml en tubos de ensayo y se esterilizan a 121°C por 15 minutos.

1.8 Caldo manitol rojo fenol

NOTA 2: Este medio de cultivo es una modificacion del medio clésico y debe ser
preparado en el laboratorio. ’

2  REACTIVOS

2.1 Reactivos para la prueba de reduccién de nitritos

2.1.1 Solucidn de dcido sulfanilico

2.1.1.1 Fdrmula:

Acido sulfanilico ...cvn... e fa, et ot R R O R raea s {1

Solucibn de acido acbtico ON teecaveconnesnencnssearvnns 125 ml

2.1.1.2 Preparacion:

Pl Para preparar la solucibn de acido acético SN se mezclan 28,73 ml de
dcido acédtico glavial y 71,25 ml de agua destilada.

2.1.1.2.2 Para preparar la solucibn de &cido sulfanilico se mezclan los dos

componentes y se conservan en frasco ambar. ]
2.1.2 Splucibn de 4cido 5 amino-2 naftileno sulténico (5 ANSR). P
2.1.2.1 Férmula:

Acido 5 amino 2 naftileno sulfONICO c.ocvveiereciianiinennnnnns 0,25 g

Solucibn acupsa al 154 de &cido acético glacial ........cc0ccnn 100 ml

i0



2.1.2.2 Preparacidn:
Se disuelve 81 5 ANSA en el &cido acético y se conserva en frasco ambar.

o S B Para la prueba de reduccibn de nitritos se utilizarén partes iguales de
cada solucidén (0,5 ml de cada unal.

NOTA 3: Como alternativa puede utilizarse una solucién de « -pattilamina, la cual

se recomienda sea preparada debajoc de una campana de extraccidn de gases, por ser
un reactivo carcinogénico.

Ver su preparacion en la Norma Venezolana COVENIN 1291,

2.2.1 Teécnica de la coloracion

2.2.1.1 GSe prepara un frotis y se fija por calor.

2.2.1.2 Se cubre con la solucidn de cristal violeta durante 1 min.
2.2.1.3 Se elimina el colorante con agua.

2.2.1.4 GSe cubre con la solucibn de lugol durante 1 min.

2.2.1.5 Se enjuaga con agua y alcohol alternativamente hasta que el alcohol de
enjuague guede sin colorante (3 o 4 veces).

2.2.1.86 Se lava con agua y se cubre con solucibn de safranina por 10 seg.. Se
lava con agua nuevamente,.

2.2.1.7 Se seca la lémina al aire y se examina al microscopio con lente de

inmersidgn.

2.2.2 Los microorganismos gram-positivos se tifen de violeta y los gram-negativos
de rojo.

2.3 Reactivos para la prueba de produccion de acetilmetilcarbinol

2.3.1 GSolucidn de«x-nattol

2.3.1.1 Fdrmula:

ot -naftol (punto de fusibdn de 92,5°C 0 MAYOr) cuivevwane o ST 5 g

Blcohnl BEL1ico’ ADBOIULE G ot oo st mumvs s ils ms o oo e sesine s e swaess o 100 mi



2.3.1.2 Preparacidn:

Se disuelve el o< -naftol en el alcohol, 1y la solucitn se conserva en frascos de
color dmbar

2.3.2 Solucibn de KOH al 404

2.3.2.1 Férmula:

Hidroxido de potasio ......cve.. N a N aaTa a6 8 e A s Fede e i e g
Agua destilada ......... e B o Bt O e R A TR o T atae e 100 ml
2.3.2.2 Preparacibn:

Se disuelve el hidroxido de potasio en el agua destilada.

NOTA: Para el revelado de esta prueba akada 0,b mle<- naftol al 5% y 0,2 ml KOH
al 40%.
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