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PROLOGO

La presente norma sustifuye tfotalmente a la Norma
Venezolana 1292:1989 Alimentos. Aislamiento y recuento de
Staphylococcus aureus, fue revisada de acuerdo a las
directrices del Comité Tecnhico de Normalizacion FONDONORMA
CT10 Productos alimenticios y por el Subcomité Técnico SC3
Microbiologia de los alimentos, siendo aprobada por
FONDCNORMA en ia reunion del Consejo Superior N° 2004-12
de fecha 15/12/2004.

En la revision de esta norma participaron las siguientes
entidades: Ministerio de Salud: Ministerio de la Alimentacion;
Instituto Nacional de Higiene; Instituto Nacional de Nutricion;
Universidad Cenfral de Venezuela, Universidad Simdn Bolivar.
Fundacion Ciepe, indecu, Semitech, Protinal-Proagro, Productos
Efe, Empresas Pclar, Laboratorio Brolab, 3M, Laboratorio
Agrobiotek.
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FE DE ERRATAS

En el titulo de la norma venezolana, capitulo 1 Objeto y en el apartado 6.4 donde dice:
Aislamiento e identificacion de Staphylococcus aureus en alimentos

debe decir:

Aislamiento y recuento de Staphylococcus aureus en alimentos.
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NORMA VENEZOLANA FONDONORMA
AISLAMIENTO E IDENTIFICACION 1292:2004
Staphylococcus aureus EN ALIMENTOS (29 Revisién)

1 OBJETO

Esta norma Venezolana contempla el método de ensayc para el aislamiento e identificacion de
Staphylococcus aureus en alimentos,

2 REFERENCIAS NORMATIVAS

Las siguientes normas contienen disposiciones que al ser citadas en este texto, constituyen requisitos de esta
Norma Venezolana. Las ediciones indicadas estaban en vigencia en el momento de esta publicacion y como
toda norma esta sujeta a revisién, se recomienda a aquellos que realicen acuerdos con base en ellas, que
analicen la conveniencia de usar las ediciones mas recientes de la norma citada seguidamente:

COVENIN 1126:1989 Alimentos. |dentificacion y preparacion de muestras para el analisis microbiolégico.
COVENIN 902:1987  Alimentos. Método para recuento de colonias de bacterias aerobias en placas de
Petri.

3 PRINCIPIO DEL ENSAYO

3.1 El método de recuento directo en placas ¢ (siembra por superficie) consiste en inocular un volumen dado
de una muestra representativa y homogénea del alimenio a analizar y/o diluciones de la misma, en la
superficie de un medio sélido de enriquecimienia selective repartido en placas de Petri.

311 Después del periodo de incubacién, se determina el niimero de colonias caracteristicas, se efectiia
una coloracion de Gram y se confirma mediante la prueba de la coagulasa; si el resuitado de esta prueba es
dudoso, se procede a realizar la prueba de la nucleasa termoestable y las pruebas complementarias.

3.2 El métode del numero mas probable (NMP/g o ml) consiste en inocular velimenes conocidos de muestras
y/o sus diluciones seriadas, en cada uno de 3 tubos de ensayo con caldo de cultivo apropiado.

3.1.1  Después del periodo de incubacion a la temperatura correspondiente, se toma nota de los tubos
positivos, que presenten turbidez, se confirman en placas con agar Baird Parker y se obtiene el NMP para
S.aureus /g o mi. utilizando las tablas correspondientes.

4 EQUIPOS EINSTRUMENTOS

4.1 Equipo para la preparacion de muestras (segin Norma Venezolana COVENIN N° 1126).

4.2 Cabina de secado o incubadora para secar placas.

4.3 Incubadora, regulada a una temperatura entre 35 £ 1°Cy 37 + 1 °C.

4.4 Agitador mecanico {Stomacher).

4.5 Balanza analitica {0,1 g de sensibilidad).

4.6 Pipetas graduadas, estérilesde 1,2 y 10 ml.

4.7 Contador de colonias.

4.8 Placas de Petri de 100 mm x 15 mm, estériles.

4.9 Gradillas para tubos de ensayo.

410 Varillas de vidrio, estériles (espéatula de Drigalski o Baston de hockey).
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4.11  Laminas porta ohjeto.

412  Tubkos de 75 x 10 mm, estériies, para la prueba de la coagulasa.

4.13  Tubos de 150 x 15 mm, estériles, para la prueba del Nimero Mas Probable.

414  Pipetas Pasteur, estériles.

4.15 Camara himeda, preparada en el laboratorio ¢ estufa con sistema de humedad controlada.
416  Sistema de vacio.

4.17 Equipos de uso comin en el laboratorio.

5 MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

5.1 Medios de cultivo. (véase anexo A).

51.1 Agar Baird-Parker.

5.1.2  Agar nutritivo.

51.3 Agar tripticasa soya ATS.

5.1.4 Agar ADN-azul de toluidina.

5.1.5 Agar triptona extracto de levadura.

5.1.6 Agua peptonada al 0,1%.

5.1.7 Soiucién Buffer Fosfato de Butterfield's.

5.1.8 Caldo infusidn cerebro-corazén.

51.9 Caldo tripticasa soya con 10% NaCl y 1% Piruvato de Sodio.
5.2 Reactivos, {Véase anexo A).

5.2.1 Reacfivos para la coloracion de Gram.

5.2.2 Plasma de conejo con EDTA o heparina.

5.2.3 Solucion buffer fosfato salino 0,02 M con 1% de NaCi
5.2.4 Solucidn de perdxido de hidrégeno al 3%.

5.2.5 Lisostafina.

5.2.6 Parafina liquida, esteril.

8 PROCEDHMIENTO.
6.1 ldentificacion y preparacion de la muestra.

6.1.1 ldentifique y prepare la muestra segun lo indicade en la Norma Venezolana COVENIN N® 1126
tomando en cuenta las particularidades de ¢ada alimento.

6.1.2 Pese 50 g (10 o 11 ml en caso de rmuestras liquidas) de la muestra del alimento en bolsa de
stomacher estéril u otro envase adecuado.

6.1.3 Afada 450 ml (80 6 99 mi para muestras liquidas) de Buffer Fosfato Butterfield’s. Homogenice la
mezcla por 2 min en homegenizador mecanico (stomacher).
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6.1.4 Haga diluciones seriadas {(10ml en 90ml del diluente). Mezcle vigorosamente 25 veces en un dngulo
de 30 cm por 7 s. No deben transcurrir mas de 15 min desde la preparacion de las diluciones hasta la
siembra de las mismas.

6.2 Aislamiento e identificacién de Staphylococcus aureus,
6.2.1 Meétodo de recuento directo en placas.

Aplicable en alimentos donde se sospeche la existencia de una cantidad igual ¢ mayor a 100 ufc de S.aureus
g/ oml

6.2.1.1 Transfiera 1 ml de la muestra y/o diluciones de la misma, agregéndo (0,3-03y04mlenla
superficie de 3 placas de Petri que centengan agar Baird Parker, previamente secas.

6.2.1.2 Extienda el inéculo sobre la superficie del agar con una varilla de vidrio estéril, mantenga la placa sin
invertir hasta absorcion compieta, (aprex. 10 min). Si el inéculo no se absorbe completamente las placas
pueden ser colocadas en la incubadora sin invertir hasta por una hora. Use una varitia estéril para cada
dilucion.

6.2.1.3 Incube las piacas invertidas, a una temperatura de 35 x 1 °C durante 45 - 48 horas.

8.2.1.4 Seleccione al final del pericdo de incubacion, las placas que tengan entre 20-200 colonias con
apariencia tipica de S.aureus. Las colonias de S.aureus son circulares, suaves, himedas, convexas, con un
diametro entre 2-3 mm, gris oscuro o negras brillantes, frecuentemente con un borde coloreado (blanco
palido) rodeadas de una zona opaca y una zona clara que se extiende alrededor del medio, de consistencia
cremosa a gomosa, cuando se tocan con el filamento,

NOTA 1: Ocasionalmente en algunos alimentos y productos lacteos, se pueden encontrar cepas no lipoliticas de
apariencia similar pero sin zonas opacas y claras alrededor de la colonia. En alimentos congelados o desecados que han
sido almacenados por periodos largos de tiempo las colonias sospechosas presentan una coloracion negra menos
intensa que las tipicas, pueden ser rugosas y de textura seca.

6.2.1.5 Si se observan varios tipos de colchias con apariencia sospechosa de S.aureus, cuente el nlimero
total de colonias de cada tipo y anotelo por separado.

6.2.1.6 Sienlaplaca de menor dilucion hay menos de 20 colonias {ufc), utilice ésta placa para el recuento.

6.2.1.7 Si en la placa hay mas de 200 colonias (ufc) con apariencia tipica y en la dilucién siguiente no
aparecen colenias tipicas, use esta placa para el recuento.

6.2.1.8 La suma del numero de colonias en las tres placas representa un recuento presuntivo de S aureus
para su confirmacion proceda segun lo indicado en el punto 7,

6.2.2 Metodo del Numero Mas Probable (NMP) para Staphylococcus spp.

Recomendado para el caso de alimentos donde se sospeche la existencia de un bajo nimero de S.aureus (<
100 ufc/g o mi} o en alimentos donde ia flora competitiva sea alta.

6.2.2.1 Inocule volumenes de 1ml de la muestra y/o sus diluciones seriadas en cada uno de 3 tubos con
caldo tripticasa soya con 10% de NaCl y 1% de piruvato de sodio.

6.2.2.2 Incube los tubos 2 35 + 1 °C durante 48 + 2 h.

6.2.2.3 Usando un asa de 3 mm, transfiera y estrie una asada de cada tubo positivo, (que presente turbidez),
en la superficie de placas, previamente secas, con agar Baird Parker para obtener colonias aisladas.

6.2.2.4 Incubelas placasa 35 =1 °C por45-48h.

6.2.2.5 La suma del niimero de colonias en ias tres placas representa un recuento presuntivo de S.aureus
para su confirmacion proceda segun lo indicado en el punto 7.

6.2.2.6 Reporte el numero de S.aureus NMP/g o ml de muestra, segun las tablas del Nomero Mas Probable.
(veéase anexo B).
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6.2.3 Métodos Rapidos.

Alternativamenie a log métodos fradicionales, se recomienda utilizar métedos rapidos para despiste inicial. En
este sentido, se recomienda utilizar métodos que tengan la aprobacion ACAC (pagina web. www.aoac.org).

7 CONFIRMACION.
7.1 Seleccione de cada placa mas de 1 colonia de las contadas y realice 1a prueba de la coagulasa.

7.2 Transfiera las colonias seleccionadas a tubos con 2 mil de calde infusidn cerebro-corazén, emulsione
cuidadosamente, use este cultivo para realizar la prueba de la coagulasa. Inocule una asada del caldo
infusion cerebro-corazon a tubo con agar nutritivo ¢ agar tripticasa soya.

7.3 Incube ambos medios a 35 £ 1 °C por 18 - 24 horas,

7.4 Realice una coloracion de Gram, a partir del cultivo en agar nutritivo. Si observa la morfologia tipica de
S.aureus: cocos Gram (+) de 0,8 - 1,0 p de diametre, solos 0 en agrupaciones irregulares semejantes a un
racimo de uvas, proceda a realizar la prueba de la coagulasa.

7.5 Mantenga el cultivo en agar nutritive a temperatura ambiente, utilicelo si la prueba de la coagulasa resultd
dudosa y son necesarias las pruebas complementarias.

8 PRUEBA DE LA COAGULASA.

8.1 Transfiera 0,1 ml del cultivc a un tubo de 10 x 75 mm, y aflada 0,3 mi de plasma de conejo, mezcle
cuidadosamente.

8.2 Incube a 35 £ 1 °C por 4 - § horas,

8.3 Examine los tubos inclinandolos suavemente para observar la formacion de un coagulo firme gque debe
mantenese al invertir el fubo, lo que se considera positivo para S.aureus. Para determinar el grado de
positividad de la prueba (véase anexo C, figura 1). En caso de duda incube a 35 + 1 °C por 24 horas
adicionales.

NOTA 2: Ei ensayo de aglutinacion con latex (AUREUS TEST ™, trisum corp., Taipei, Taiwan) puede ser utilizado como
sustituto a la prueba de la coagulasa si se desea un procedimiento mas rapido.

8.4 Confirme cultivos que presenten grados de positividad +2 y +3 mediante fas pruebas complementarias.

NOTA 3: Realice la prueba inciuyendo controles positivos y negatives (gf. S.aureus y S.epidermidis, respectivamente).

9 PRUEBAS COMPLEMENTARIAS.

En caso de resultados dudosos con la prueba de la coagulasa, realice las siguientes pruebhas
complementarias:

9.1 Prueba de la catalasa.

9.1.1 Utilizando el cultivo en agar nutritivo o tripticasa soya (ATS), emulsione una asada en una i&mina
portackjeto con una gota de peréxido de hidrogeno al 3%. La produccidn de burbujas, indica la presencia de
la enzima catalasa. S.awreus es catalasa positivo.

9.2 Utilizacion anaerdbica de glucosa.

9.2.1 A partir del cultivo en agar nutritivo o ATS, inocule hasta el fondo un tubo con medio de fermentacion
para carbohidratos con 0,5% de glucosa.

9.2.2 Cubra con una capa de parafina estéril (aprox. 25 mm de espesor).
9.2.3 Incubea 37+ 1 °C por 5 dias.

9.2.4 la aparicién de un color amarille en el tubo indica produccion de acido por la utilizacion de glucosa en
anaerobiosis. S.aureus da una reaccion positiva a esta prueba.
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9.3 Utilizacion anaerdbica de manitol.

9.3.1 A partir del cultivo en agar nutritivo o ATS, inocule hasta el fondo un tubo con medic para
fermentacion de carbohidratos con 0,5% de manitol.

9.3.2 Cubra con una capa de parafina estéril (aprox. 25 mm de espesot).
9.3.3 Incube a 37 £ 1°C por 5 dias.

9.3.4 La aparicion de un color amarillo en e tubo indica produccién de &cido por la utilizacion de manitol en
anaerobiosis. S.aureus generaimente da una reaccién positiva a esta prueba, algunas cepas pueden ser
negativas.

9.4 Sensibilidad a la lisostafina.

9.4.1 Transfiera una colonia aislada det agar Baird-Parker a un tubo con 0,2 ml de Buffer Fosfato Salino vy
emulsione.

9.4.2 Transfiera 0,1 ml de la suspensién a un tubo 100 x 13 mm mezcle con 0,1 mi de Buffer Fosfato
Salino. Use como control.

9.4.3 Afada a la suspension restante 0,1 ml de lisostafina (previamente disueilta en Buffer Fosfato Salino
0,02 M con 1% de NaCl) para obtener una concentracion final de 25 ug de lisostafina/ml. (véase anexo A).

9.4.4 Incube ambos tubos a 35 + 1 °C hasta por 2 horas.

9.4.5 Observe si la turbidez desaparece en la mezcla, lo que se considera como positivo. Si |a turbidez
persiste a las 2 horas, la prueba es negativa. S.aureus es generalmente positivo a esta prueba.

NOTA 4: Realice las pruebas incluyendo controles positives y negativos, S.aureus, S.epidermidis, respectivamente.
(véase anexo D).

9.5 Prueba de la nucleasa termoestable.
9.5.1 A partir del cultivo en agar nutritivo 0 ATS, inocule un tubo con 0,2 ml de infusién cerebro corazén.
9.5.2 Incubea35+1°C por24h.

8.5.3 Prepare una lamina portacbjeio limpia, afiadiendo en la superficie 3 ml de agar ADN-azul de
toluidina, deje solidificar. Con la ayuda de una pipeta Pasteur, haga orificios de 2 mm de diametro sobre la
superficie del mismo, remueva los tacos de agar por aspiracion mediante vacio.

8.5.4 Caliente el cultivo en caldo infusion cerebro-corazén en bafio de agua hirviendo por 15 minutos.

9.5.5 Afada a cada orificio aproximadamente 1/2 gota (0,01 ml} del cultivo.

9.5.6 Incube las laminas en camara humeda a 35 °C por 4 horas.

9.5.7 Observe las laminas después de las 4 horas. Una reaccion positiva se evidencia por la aparicion de
halos rosados que se extienden al mencs 1 mm o mas desde la periferia del orificio.

10 EXPRESION DE LOS RESULTADOS.

10.1  Si las colonias sospechosas {caracteristicas vy no caracteristicas) estan entre 20 y 200, calcuiar el
numerc de S.aureus (N) por gramo o mililitro, mediante |a siguiente expresion:

Si se lee en una sola dilucidn:
N=>a
Donde:
Y a: sumatoria del nimero total de v x d colonias contadas después de la identificacion.

v: volumen del indculo en miiilitro.
d: dilucién donde se realizo la primera lectura.
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Sise lee en dos diluciones consecutivas:

N 22

Cvx1,1d
bc bnc
a:KE"'XCC X G x ¢

Donde:

a: nimero de colonias contadas despues de la identificacion.

b nimero de colonias caracteristicas que resuttaron coagulasa positivo.

¢® numero total de colonias caracteristicas contadas en las tres pacas.

A% numero de colonias caracteristicas probadas

b™: nimero de colonias no caracteristicas que resultaron coagulasa positivo.
A"™: numero de colonias no caracteristicas probadas.

¢ numero total de colonias no caracteristicas contadas en las fres placas.

El valor obtenido (N) corresponde al recuento confirmado y se expresa como S auwreus ufc/g o mi de
muesira.

10.2  Si en la dilucion leida, se tienen menos de 20 0 mas de 200 colonias identificadas, expresar el
resultado como: ufc/g o mi estimado.

10.3  Sino hay desarrollo de las colonias indicadas en 6.2.1.4 o ninguna resulta coagulasa positiva o las
pruebas complementarias son no satisfactorias, los resultados se expresan como menos de “el numero
inverso de la primera dilucion sembrada (ufc/g o ml ) 0 "menos de 1 ufe/mi” cuando se siembra fa muestra sin
diluir.

11 INFORME

El informe de ensayo debe indicar como minimo la siguiente informacion:

111 Nombre y direccion del laboratorio.

11.2  Ndmero de serie del informe.

11.3  Nombre de la institucion o empresa que remite la muestra,

11.4  Descripcion e identificacion de la muesira y su fecha de recepcion.

11.5  Metodo de analisis y procedimiento empleado.

11.6  Modificaciones del metodo.

11.7  Descripcion del procedimiento de muestreo en donde sea pertinente.

11.8  Resultados y conclusiones.

11.9  Firma del analista.

1110 Firma del supervisor.
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ANEXO A

{Normativo)

MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS,
A1 Agar Baird Parker.

Medio base deshidratado (agar base Bacto Baird-Parker).

Triptona 10,0 g
Extracto de carne 50¢g
Extracto de Levadura 1,09
Glicina 1204
Piruvato de sodio 10,0 g
Cloruro de Litio 5049
Agar 200¢g
Agua Destilada 1000,0 mt

NOTA: Este medio base puede ser almacenado, cerrado, a 4°C por 1 a 2 meses.
Preparacién

Suspender la cantidad en gramos indicada por el fabricante en 950,0 mi de agua destilada, calentar a
ebullicién hasta disolucién completa. Dispensar en frascos y esterilizar por 15 min. a 121 °C.

A.2 Solucidn de telurito de potasio al 1% pfv

Telurito de potasio 1,0g
Agua destilada csp 100,0 mi
Preparacién

Disotver el teluritc de potasio en una parte de agua y completar hasta volumen final. Esterilizar por filtracion.
Afiada 10,0 ml de esta solucion a 1000 ml de medio base Baird Parker.

NOTA: Esta solucion puede almacenarse a temperatura ambiente de 1 -2 meses.
A.3 Emulsion de yema de huevo.
Yema de huevo 1 parte
Agua destilada 4 partes
Preparacién
Lavar los huevos con agua, pasarlos por una solucion de alcohol 70°  dejarios secar permitiendo la
evaporacion del alcohol de la cascara de hueve, partir el huevo y separar la clara de la yema. Mezclar

asépticamente 1 parte de yema de huevo con 4 partes de agua destilada. Homogenizar bien y tomar 50 m}
de esta emulsién para 1000 mi dei medio base Baird Parker.

A.4 Agar Baird Parker (medio completo).

Solucicn de telurite de potasio 10,0 mt



Emulsion yema de huevo
Medio base
A.5. Agar nutritivo.
Extracto de carne
Peptona
Agar
Agua destilada

Preparacion

50,0 ml
1000,0 ml

FONDONORMA 1292:2004

30¢g
5049
12,0 g
1000,8 mi

Disolver los componentes en agua destilada, llevar a ebullicién hasta disolucién completa. Dejar enfriar a 50 ~
60 °C, ajustar el pM para que después de la esterilizacion sea de 7,0 £ 0,1. Repartir en tubos y esterilizar paor
16 min. a 121 °C. Dejar enfriar en posicion inclinada.

A.6 Agar Tripticasa Soya.

Tripticasa peptona 15,0 g
Fytona peptona 5049
Cloruro de sodio 5049
Agar 15009
Agua destilada 1000,0 m|

Preparacion.

Calentar con agitacion hasta disolver el agar. Hervir por 1 min. Dispensar en tubos o ficlas. Esterilizar por 15
min. a 121 °C. pH final 7,3 + 0,2.

A.7 Agar ADN - azul de toluidina (por ingredientes).

Buffer tris, 0,05 M (pH 9,0) 1000,0 mi
Acido desoxirribonucleico (ADN) 03¢g
Agar 100 g
Clorurc de calcio 0,01 M 1,0 mi
Cloruro de sodio 100¢g
Azul de toluidina 0,1 M 3,0 mi

Preparacion.

Mezclar todos los ingredientes menos el azul de toluidina, hasta que el agar y €l ADN estén completamente
fundidos. Afiadir el azul de toluidina, reparta en tubos de ensayo. No esterilizar.

NOTA: Este medio puede conservarse a temperatura ambiente,
A.8 Agua peptonada al 0,1%.
Peptona 1049

Agua destilada 1000 mi

Preparacion.

© FONDONORMA — Todos los derechos reservados ¢]
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Disolver la peptana en el agua destilada. Esterifizar por 15 min. a 121°C. pH final 7,0 + 0,2.
A.9 Buffer Fosfato Butterfield's.
Solucion stock N° 1
Fosfato de potasio (KHyPO,) 34049
Agua destilada csp 1000,0 mi
Preparacion.

Disolver el fosfato de potasio en el agua, ajustar el pH a 7,2 con NaOH 1 N, completar @l volumen hasta 1,0
litro. Mantener por 15 minutos en refrigeracion. Esterilizar por 15 min. a 121 °C

Solucién diluida: Tomar 1,25 ml de la solucion stock y llevar a 1 litro. Dispensar en botellas a razén de 90 o
99 + 1 mk Esterilizar por 15 min. a 121 °C.

A.10 Buffer Fosfato Salino 0,02 M (pH 7,3 - 7,4).

Preparar la solucidn steck de fosfate mono y disddico 0,2 M en 8,5 % NaCl y diluir 1:10 para preparar &
buffer fosfato salino 0,02 M.

Solucidon Stock N° 1.

Na,HPQ, (anhidro) 284 g
NaCl 850¢
Agua destilada csp 1000 ml

Solucion Stock N° 2.

Na,HPO, {anhidro) 276 g
NaCl 850¢g
Agua destilada csp 1000 mi

Para obtener Buffer Fasfato Salino (0,85%) hacer una dilucion 1:10 de cada solucién stock. Ejemple;

Solucién stock N° 1 50,0 ml Solucion stock N° 2 10 ml
Agua destilada 450,0 mi Agua destilada 90 ml|
o aprox . 8,2 oM aprox. 56

Usando un potenciometro titular la solucion N° 1 diluida a pH 7.3 — 7.4 por afladido de 65 ml aprox. de
solucion diluida N° 2. Utilizar la solucion resultante Buffer Fosfato Galino 0,02 M en la prueba para la

suscaptibilidad a la lisostafina.

A.11 Caldo infusidén cerebro corazén.

Infusidn de cerebro de ternero 200,0¢
Infusion de corazdn de ganado 250,0g
Peptona o proteosa peptona 10,0 g
Fosfato disédico 25¢
Glucosa 20g
Cloruro de sodio 50¢

Agua destilada 1000,0 ml
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Preparacién.

Disolver todos los ingredientes en el agua destilada, dispensar en tubos de ensayo y esterilizar por 15 min. a
121 °C. El pH final debe ser de 7 4.

A.12 Caldo tripticasa-soya.

Tripticasa peptona 1709

Fitona peptona 3,0g
Cleruro de sodio  (NaCl) 50g
Fosfato de potasio (Ko;HPO,) 25¢g
Glucosa 25g
Agua destilada 1000,0 ml

Preparacion.

Calentar con agitacion hasta disolucién completa. Dispensar en fiolas, esteriiizar por 15 min. a 124°C. pH final
7,3+£02

A.13 Caldo tripticasa soya con 10% de cloruro de sodio y 1% de piruvato de sodio.
Cloruro de sodio 950
Piruvato de sodio 100¢g

Preparacion.

Afadir a un litro de caldo tripticasa soya los 85 g de cloruro de sodio y los 10 g de piruvato de sodio. Ajustar el
pH a 7.3, calentar un poco si es necesario. Dispensar 10 ml en tubos 150 mm x 15 mm. Esterilizar por 15 min

a 121°C el pH final debe ser 7.3 £ 0.2. Se puede almacenar a 4 £ 1 °C por un mes.
A.14 Solucidén de piruvato de sodio al 20 % piv.

Piruvato de sodio 20,04

Agua destilada csp 100,0 mi
Preparacion.

Disolver el piruvato de sodio en una parte del agua destilada y completar hasta volumen final de 100,0 ml.
Esterilizar la solucidn por filtracién,

NOTA: Esta solucion debe almacenarse a 5 °C y debe ser reemplazada mensualmente.
A.15 Plasma de conejo fomado con EDTA.

Puede ser aobtenido comercialmente o preparado a partir de la sangre fresca del animal, mezclado con EDTA
o heparina, (100 ml de sangre/0,1 mg de EDTA).

A.16 Medio OF. Medio para la prueba oxidativo-fermentativo.

Medio base.

Peptona 20g
Cloruro de sodio 509
KHPO, 0,39
Azul de bromotimol 00349
Agar 25g

© FONDONORMA ~ Todos los derechos reservados 11
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Agua destilada 1 Litro
Preparacion

Catentar con agitacion hasta disolver el agar. Dispensar 3 ml en tubos 100 x 13 mm. Esterilizar por 15 min. a
121°C. Temperar a 50° C; pH final 7,1.

A.17 Solucidn stock para carbohidratos

Disolver 10,0 g del carbohidrato en 90,0 ml de agua destilada. Esterilizar por filtracidn a traves de un filtro 0,22
um. Afladir 0,3 mi de la solucién stock a 2,7 ml del caldo base. Mezclar suavemente vy enfriar a temperatura
ambiente.
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ANEXO B

(Normativo)

FIGURA 1. TIPOS DE REACCIONES A LA PRUEBA DE LA COAGULASA.

NEGATIVO PAOSITIVD

Fuente: APHA, 1992. Compendium of Methods for the Microbilogycal Examination of Foods. Third Edition.
Editado por: C, Vanderzant y Don F, Splittstoesser. Washingion D.C.

1) Se considera como positivo un coagulo 3+ o 4+,
2) Significado de fa figura:

Negativo: no evidencia formacion de fibrina.

1+ = pequefios coagulos dispersos,

2+ = pequefios coagulos constituidos.

3+ = coagulo grande bien constituido.

4+ = contenido total del tubo se coagula y no se desplaza cuando se invierte el tubo.

© FONDONORMA - Todos los derechos reservados 13
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ANEXO C

(Normativo)

TABLA DEL NUMERO MAS PROBABLE

Tablu 1. Nénsero Miis Probable {NMP) y Limite de Confisnzs 95 %, e prichas con tubos de

Formentaahin, cannds san nl:lrmrﬂm Ik bubss con volfmenes de §,8; 0,005 v 2,001 2,

N dotubos p:mbtifw i3 by Umitg;ﬂééﬁﬂﬁmm 95 %
Ihig 001 ¢ 00019 NMP/p* Inferior Buperive
b X 0 <3 - -
3 1 0 T+ < 17
1 [ i K <1 2
1 0. I T 2 Y
] b ) 7 2 W
] 2 R i 1 35
7 0 v 9 7 36
' 0 1 194 5 45
E! ) 0 15 ES 0
2 i L 20 7 60
) 2 0 2] 8 82
3 I 0 23 9 i
N v ! 3 i 150
3 b 0 43- 10 20
3 3 I 75 20 260
y 2 0 93 3 380
3 2 ) 150 5. 500
3 ] ] 20 o i)
1. 3 0 20 W 1400
3 3 } 460- B 2400
3 3 B RELN 300 £800
5 ¥ 3 =10 . .

= Los rultdos nonmates obtenidoy ol 950 do ks prucbios, o seles eofocael signomns, Los resuliadosmenos pro-
bahlcs seeidos o of 4%, de s pruhos win :w;,u}t[os por el signi v, memhmacmnsﬁ di tubus positives yise po s
FWESIRY. Deurre ey menos dof | % di los chsayos, y i fredtichiia: Silich ique b Wenic eschileetoogn o Ix presancion fun.
daneatalon ol ciliuto dic NMI no sy estd cumpliendo. E) vdlowl de RSP, para comhinaciones 08 130 & WSAN 56 Ui
den chiener pos extrapatacidn forpor la fenmuki de Thomss) 61y combiniion cergana més:alta fjoe esie representado ¢ 1
tabha. For ejemplo; uir resubtado dic 2:0.2 tendein un NMPde: aprovimisdiinsine 20,6 cual e &) NMP perecido ol resultade
dr2.1.), '

b = Tuodus Jas cifrus bajo el titulo “NMP/", pueden ser muliglicado por 100:pirs obigner "NEP/1005".

P e e N e L - s



FONDONORMA CATEGORIA
1292:2004 c

FONDONORMA

Av. Andrés Bello Edif. Torre Fondo Comin Pisos 11y 12
Telf. 575.41.11 Fax: 574.13.12
CARACAS

pu bl icaCié n de " FONDONORMA

RESERVADOS TODOS LOS DERECHOS
Prohibida ia reproduccion total o parcial, por cuaiquier medio.
Depésito Legal: 1§56552005664118

1.C.S: 07.100.30




	16293aceac282c564e4d3f4df46d79bf9cb3968ef04d0455d04e66b4dd2b715c.pdf
	16293aceac282c564e4d3f4df46d79bf9cb3968ef04d0455d04e66b4dd2b715c.pdf
	16293aceac282c564e4d3f4df46d79bf9cb3968ef04d0455d04e66b4dd2b715c.pdf

