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_ . CARNE Y PRODUCTGS CARNICOS CUGUANUR
Analisis microbiolGgico. Recuento de Clostridium NGO 34 125 h26
perfringens ' '

1. OBJETO

La presente norma tiene por objeto éstablecer el método para el recuento de Clos-
tridium perfringens en la carne y productos carnicos.

2. NORMAS COGUANOR A CONSULTAR

+ Para la aplicacidn de 1a presente norma guatemalteca no es necesaria Ta consulta
especifica de ninguna otra. _

3. TERMINOLOGIA

3.1 Clostridium perfringens. Son Tas bacterias que forman colonias de color
negro en el medio selectivo cuando el andlisis se realiza de acuerdo con el méto-
do descrito en la presente norma.

3.2 Recuento de Clostridium perfringens. Es la determinacidn del ndmero de
bacterias de Clostridium perfringens viables y confirmadas, por gramo de carne o
sus productos, cuando el analisis se realiza de acuerdo con el método descrito en
la presente norma.

4. PRINCIPIO DEL METODO

Se pica la carne o sus productos, se macera con un diluyente estéril enunmezcla-
~dor mecanico y se preparan diluciones decimales del macerado. Se pone una can-
- tidad apropiada de cada dilucidén en cajas de Petri, se mezcla con un medio selec~
tivo (técnica del mezclado en placa) y se incuban las placas entre 35 Yy 37°C, du-
rante 20 a 24 h,.

S (COGUANOR), MINISTERIO DE ECONOMIA, GUATEMALA, C.A.

A partir del nimero de colonias de color negro que aparecen sobre las placas, se
calcula el nimero de bacterias de Ciostridium perfringens presuntivo por gramo de
carne o sus productos. Se someten Tas colonias a un procedimiento de confirma -
cibn y se calcula el nimero de bacterias de Clostridium perfringens confirmado por
gramo de producto.

5. MEDIOS DE CULTIVO, DILUYENTES Y REACTIVOS

\

5.1 Materiales basicos. Para obtener resultados uniformes, se recomienda
‘emplear bien sea Tos componentes deshidratados de 1os medios de cultivo de cali-
dad uniforme y productos quimicos de calidad analitica reconocida, o bien, Tos
‘medios completos deshidratados. E1 agua debe ser destilada o de pureza equiva-
lente.

COMISION GUATEMALTECA DE NORMA

‘Nota. Para ajustar el pH de las soluciones y medios indicados en la presente nor-
'ma, pueden emplearse soluciones aproximadamente 6N de dcido clorhidrico o de hidré-
xido de sodio, segiin corresponda.
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5.2 Agar sulfito-ciclioserina (SC).
- 5.2.1 Medio Basal.

Triptosa 15 ¢
Soytona 5¢
Extracto de levadura 5g
Citrato férrico aménico lg
Metabisulfito de sodio -

anhidro (NayS»0g) lg
Agar 20 g
Agua 1 000 cm3

Se disuelven en el agua hirviendo con agitacidn, los componentes del medic base
_excepto el agar, se ajusta el pH a 7,6 + 0,1 a 25°C, se agrega el agar y se ca-
lienta para disolverlo; se transfiere el medio base a tubos o matraces de nomds
de 500 cm3 de capacidad, se esteriliza en autoclave durante 15 min a 121 + 1°C
y se almacena en refrigeradora entre 4 y 5°C. Se deben descartar los medios que
tengan mds de 2 semanas de preparados.

h.2.2 Solucidn de D-cicloserina.

D-cicloserina (se debe usar sélo el polvo blanco cristalino) 4 g
Agua . 100 cm3

" Se disuelve la.D-cicloserina en el agua y se esteriliza la solucion por filtra-
cidn bacterioldgica.

5.2.3 Medio completo. Inmediatamente antes de preparar las placas (véasee]l
numeral 8.3.1), se agrega 1 cm3 de la solucién de D-cicloserina esterilizada {vé-
ase el numeral 5.2.2) a cada 100 cm3 de medio basal (véase el numeral 5.2.1) es-
terilizado, fundido y enfriado entre 45 y 50°C.

5.3 . Medio de movilidad-nitrato, suplementado.

Extracto de carne 3,
Peptona 5,
Nitrato de potasio (KN03) 1,
Galactosa 5,
Glicerol 5,
Agar 3,
Agua 1 000

OO O0OCOOo
EflaNlaRioN{aRla)la]

cms

Se disuelven en el agua hirviendo los componentes del medio y se ajusta el pH a
7,3 + 0,1 a 25°C. Se transfieren cantidades de 13 cm3 del medio a tubos con tapa
roscada y se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 min. Si no se usa el mis-
mo dia, se debe almacenar en refrigeradora entre 4 y 5°C; antes de usar se afloja
1igeramente la tapa, se elimina el oxigeno del medio almacenado calentdndolo, en
un bafio de agua a ebullicibn, durante 10 min, se.aprieta la tapa y luego se loen-
fria rdpidamente, sin agitacidn, hasta la temperatura de incubacidn. Se deben
descartar los tubos que no se hayan utilizado después de 4 semanas.

5.4 Medio tioglicolato flufdo.

Tripticasa 6 casitona 1
L - cistina -
Dextrosa

Extracto de levadura

Cloruro de sodio

Tioglicolato de sodio
Resazurina en solucion al 0,1%
Agar

Agua
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Se disuelven en el agua hirviendo los componentes del medio, se enfria entre 50y
60°C y se ajusta el pH de manera que después de la esterilizacidén sea7,1+ 0,1 a
25°C. Se distribuye en tubos con tapa roscada, que contienen 0,1 g de carbonato
de calcio, en porciones de 10 emS en cada uno, se esterilizan en autoclave a 121°C
durante 15 min y se enfrian rdpidamente. Inmediatamente antes de usar se afloja
ligeramente 1a tapa de los tubos, se calientan éstos en una corriente de vapor du-
rante 10 min para eliminar el Oxigeno disuelto, se aprieta la tapa y luego se
enfrian rdpidamente bajo agua del chorro.

5.5 Medio lactosa - gelatina.
Triptosa 1
Extracto de levadura » 1
Lactosa 1

Fosfato acido d1sod1co (NayHPO,4)

Rojo fenol (65 cm3 deso]uc1ona11%) ,05 g
Gelatina ' : 120 g
Agua _ 1 000 cm3

Se disuelven en el agua Tos ingredientes del medio,excepto la gelatina, se ajus-
ta el pH a 7,5 + 0,1, se agrega la gelatina y se calienta para disolverla; se dis ~
tribuye en tubos de ensayo con tapa roscada en porciones de 13 cm3 en cada unoy

1 se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 min. Inmedjatamente antes de usar
- se afloja ligeramente la tapa de los tubos, se calientan éstos en bafio de agua

hirviendo durante 10 min, se aprieta la tapa y luego se enfrian rdpidamente hasta
la temperatura de incubacidén. Los tubos pueden ser guardados a 4°C. Se deben
descartar los medios que tengan mds de 4 semanas de preparados.

5.6 Solucidn diluyente de peptona con sal.
Peptona 1,0 g
Cloruro de sodio 8,5 g
Agua ] : 1 000 cmd

Se disuelve la peptona deshidratada y el cloruro de sodio en el agua hirviendoy

'se ajusta el pH a 7,0 + 0,1 a 25°C. Una _parte se distribuye en frascos para la
'maceraci6n en cantidades de 100 a 300 cm3 y el resto en tubos o matraces peque-

fios de manera que después de la esterilizaci6n cada uno contenga 9,0 cm3; se es-
teriliza en autoclave a 121°C durante 15 min.

5.7 Reactivo para detectar la produccidn de nitrito.

5.7.1 Solucibn de dcido 5 amino - 2 naftileno su]fﬁnito'(S;Z ANSA). Se di-
suelve 0,25 g de 5-2 ANSA en 100 cm3 de solucion al 15% (v/v) de acido acético

i glacial y se filtra Ta solucidn a través de papel de filtro de doble 1avadoéc1-

do, muy bajo en ceniza y de filtracidn cuantitativa rdpida (1).

'5.7.2 Solucidn de dcido sulfanilico. Se disuelve 1,0gde acido sulfanilico

en 125 c¢cm3 de solucion 5 N de dcido acético glacial. Si es necesario se filtra
la soluci6n a través de papel filtro con las caracteristicas indicadas anterior-
mente,

5.8 Zinc, en polvo.
6. APARATOS
il 6.1 Aparatos generales.
‘6.1.1 Balanza de laboratorio, con una sensibilidad de 0,1 g

(1) ET papel filtro Whatman No. 41 es apropiado.
Continda
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6.1.2 - Mdquina de moler o nicar carne, tamafio de Taboratorio, esterilizable,
equipada con placa cribada cen orificios de didmetre no mayor de 4 mm.

6.1.3 Mezclador mecdnico. qué opere a no menos de 838 rad/s (8 000 revolu-
ciones por minuto) y a no mds de 4 700 rad/s (45 000 revoluciones por minuto),
con vasos mezcladores de metal o de vidrio con su tapa, de una capacidad apropia-
da, y que sean resistentes a las condiciones de esterilizacion.

6.1.4 Aparatos para esterilizacidn, en seco (estufas) o en himedo (autoc]a—‘
ve). Los aparatos y material que entren en contacto con Tos medios de cultivo,
el macerado y sus diluciones o la muestra, excepto los aparatos que se adquieren
ya esterilizados (en especial material pldstico), se los debe esterilizar como se
indica en el numeral 6.4).

6.1.5 Incubadora, regulada a 36 + 1°C.

6.1.6 Incubadora, con una mezcla gaseosa de 5% de didxido de carbono, 10% de
hidrdégeno y 85% de nitrdgeno con una bomba de vacio o trompa de agua. Alternati-
vamente, puede emplearse unrecipiente cilindrico anaerobio provisto de sobre ge-
nerador de hidrdgeno y didxido de carbono para establecer condiciones anaerobias
dentro del recipiente cilindrico; para eliminar el agua que se forma, en el
fondo de dicho recipiente se coloca Ca SO4 anhidro u otro desecante efectivo.

6.1.7 Gabinete de secado o incubadora, calentado por conveccidn, regulado a
50 + 1°C, o un gabinete de-flujo de aire laminar, para secar la superficie de las
placas de agar.

6.2 Material de vidrio de laboratorio. E1 material de vidrio debe ser re-
sistente a esterilizaciones repetidas (vidrio al borosilicato).

6.2.1 Tubos y frascos de cultivo, con tapa roscada.

6.2.2 Pipetas graduadas,con tapén de algoddn, calibradas para uso bacterio-
16gico, con una capacidad nominal de 1,0 y 10 cm3, subdivididas en 0,1 y 1,0 cm3
respectivamente, y con abertura de descarga de 2 a 3 mm de didmetro.

6.2.3 Cajas de Petri, de vidrio, con las siguientes dimensiones:

a) Didmetro interno de la caja, 90 + 2 mm;

b) Altura externa de la caja,‘no menor de 18 mm;

c) E1 borde de 1a caja debe estar en un plano paralelo a la base;
d) - E1 fondo de la caja debe ser plano y paralelo a la base;

e) Didmetro externo de la tapa, no mas de 102 mm.

Nota. Se pueden usar también cajas de Petri de pldstico desechables, preesterili-
zadas, aln cuando tengan pequefias diferencias en sus dimensiones.

6.3 Medidor de pH, para ajustar el pH de los medios y reactivos con una
exactitudde + 0,1 unidades de pH a 25°C.

6.4 Esterilizacion del material de vidrio, u otros materiales. E1 material
de vidrio se esteriliza por uno de Tos siguientes métodos:

a) . esterilizacion hidmeda a no menos de 121°C durante no menos de 20 min;
b) esterilizacién seca a no menos de 170°C durante no menos de 1 h.

Continda
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e
LlS Aparato para esterilizacidn por filtracidn bacteriolégica.
7. IUESTREO

Se parte de unamuestra representativa de por To menos 200 g tomada en forma asép-
tica y envasada en un envase estéril. Esta muestra puede ser almacenada en el
laboratorio a una temperatura de 0 a 4°C, pero durante un tiempc no mayor de 24 h.

8. PROCEDIMIENTO

8.1 Pretratamiento de la muestra. En forma aséptica se muele y mezcla la
muestra dos veces en la maquina de moler carne previamente esterilizada. Se co-
mienza el andlisis de la muestra, previamente molida, lo antes posible; si es ne-
cesario puede almacenarse la muestra a una temperatura entre 0 y 5°C, pero duran-
te un tiempo no mayor de 1 h. ‘

8.2 Maceracidon y dilucion.

8.2.1 En un vaso mezclador estéril se pesan con una aproximacién de 0,1 g,
alrededor de 25 g de carne o producto cdrnico molidos (véase el numeral 8.1),y

' Tuego se agrega 9 veces la cantidad, en masa, de la solucidn diluyente (véaseel
Inumeral 5.6). Se opera el mezclador justamente el tiempo necesaric para alcanzar
un nimero total de 1 600 a 2 100 rad/s (15 000 a 20 000 revoluciones por minuto);:
latin con el mezclador mas lento, este_tiempo no excedera de 2,5 min. Esta prepa-
racién corresponde a la dilucién 10-1.

8.2.2 Inm%diatamente después de la maceracidn, se toman por duplicado por-
ciones de 1 cm® del macerado (véase el numeral 8.2.1) con una pipeta estéril yse
agrega cada porcibn a un tubo o frasco de cultivo que contenga 9 cm3 de la solu-
cion diluyente estéril (véase el numeral 5.6), evitando el contacto entre la pi-
peta y el diluyente.

8.2.3 Se mezclan los 1iguidos cuidadosamente agitando cada dilucidn 25 veces
en arco de 30 cm durante 7 s. Se transfiere con una pipeta 1 cm3 de esta dilu-
cién (10-2) a otro tubo de dilucidn que contenga 9 cm3 de la solucidn diluyente

Fstéri], evitando el contacto entre la pipeta y el diluyente.

se repiten las operacgones tres veces mds para alcanzar el nimero de diluciones
requeridas, hasta 107°. No debe transcurrir un tiempo mayor de 15 min entre la
dilucién de 1a muestra y su inoculacidn en las placas.

8.3 Inoculacién e incubacién.

8.3.1 Con una pipeta esterilizada se transfiere por duplicado al centro de
sendas cajas de Petri, 1 cm3 de cada dilucibn preparada (10-1 a 10"6) Tuego

se vierten dentro de cada caja 20 cm3 de agar SC (véase el numeral 5.2) fundido
y previamente enfriado a aproximadamente 45°C, y se mezcla bien con el indculo
por rotacidén cuidadosa de la placa. Cuando el medio haya solidificado, se colo-
can las placas sin invertir, dentro de la incubadora o recipiente cilindrico ana-
‘erobio (véase el numeral 6.1.6), haciendo el vacio y reemplazo de la mezcla ga-
seosa dos veces,y se incuban bajo condiciones anaerobias entre 35 y 37°C duran-
te 20 a 24 h.

Nota. Una incubacién mds larga puede dar Tugar a un ennegrecimiento excesivo en
i—_
el fondo de las placas.

8.4 Recuento de las colonias presuntivas.

Continda
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8.4.1. Al final del periodo de incubacidén (véase el numerai 8.3.1) se selec-
cionan las placas que contengan estimativamente 20 a 200 colonias de color negro
y se cuenta el nimero de colonias-caracteristicas en las placas, de acuerdo con

los numerales 8.4.2, 8.4.3 y 8.4.4, las cuales presuntivamente son de Clostridium

perfringens.

8.4.2 Si las dos placas correspondientes a una dilucidén dada contienen entre
20 y 200 colonias caracteristicas, se cuentan esas colonias en cada placa y se
registra la media aritmética de Tas dos placas. Si- solamente una de las placas
cumple con tal condicidn, se registra Unicamente el conteo de dicha placa.

Se utilizan solo dos cifras significativas, procediendo del siguiente modo:
a) . Si el nimero es menor de 100, se redondea al miitiplo de 5més cercano;

b) si el nimero es mayor de 100 y termina en 5, se redondea al midltiplo
de 20 mds cercano;

c) si el ndmero es mayor de 100 y no termina en 5, se redondea al mdlti-
plo de 10 mds cercano.

8.4.3 Si hay placas que contienen entre 20 y 200 colonias caracteristicas en
dos diluciones consecutivas, se cuentan las colonias caracteristicas en cadapla-
ca de dichas diluciones, se determina la media aritmética del recuento de Tlas dos
placas de cada una delas dos diluciones como se especifica en el numeral 8.4.2,y
se registran los valores promedios obtenidos para cada dilucién.

8.4.4 Si hay menos de 20 colonias caracteristicas en las placas de todas las
diluciones, se debe contar el nimero de colonias caracteristicas en cada placa de
Ta dilucidon mds baja y se registra la media aritmética del recuento en las dos
placas.

8.4.5 Si no hay colonias en las placas de todas las diluciones, tal situa-
tidn se indica con l1a expresidn "No se observan colonias".

8.5 Confirmacidon de las colonias presuntivas.

3.5.1 Seleccibn de las colonias para confirmacidn. Se seleccionan al azarun

total de 10 colonias de color negro de las placas contadas de acuerdo con 10s nu-
merales 8.4.2, 8.4.3 u 8.4.4, Si hay menos de 10 colonias caracteristicas en las
placas duplicadas, se seleccionan todas las colonias caracteristicas presentes.

8.5.2 Confirmacidn biocquimica.-

8.5.2.1 Se inoculan picando hasta el fondo directamente en Tos medios de lac-
tosa gelatina (véase el numeral 5.5) y de movilidad nitrato (véase el numeral
5.3), las colonias tipicas y bien separadas, se tapan herméticamente los tubosy
se incuban entre 35 y 37°C durante 24 h; esta incubacidn no requiere condiciones
anaerobias.

Nota. Antes de usar los medios lactosa gelatina y movilidad nitrato, se debe eli-
minar el oxigeno que puedan contener, véase numerales 5.3 y 5.5.

8.5.2.2 Si las placas estdn cubiertas (crecimiento confluente) o contienen nu-
merosas colonias atipicas u-ocurren ambas cosas, se inoculan 10 colonias en el
medio tioglicolato fluido (véase el numeral 5.4): se incuban entre 35 y 37°C du-
rante 18 a 24 h, se aislan los cultivos en placas SC y se incuban anaerdbiamente
entre 35 y 37°C durante 18 a 24 h. Si es necesario se repite el procedimiento has-
ta que se obtengan colonias tipicas y bienaisladasy se procede a realizar los andli-
sis de confirmacidn como se indicd anteriormente.
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8.5.2.3 Se examinan 1os tubos con medio movilidad-nitrato para determinar si

hay crecimiento a lo largo de 1a 1inea de 1a picadura, lo cual se considera co-

mo desarrollo no mévil, y se procede en la forma siguiente:

[l

'‘a) En cada uno de Tos tubos que presentan dicho desarrollo se determina la pre-

- sencia de nitrito, adicionando aproximadamente 0,1 cm3 de cada uno de los re-

activos indicados en el numeral 5.7 6 0,2 cm3 de una mezcla (1+1) de dichos
reactivos; la produccidon de un color rosado o rojo denota la presencia de ni-

; trito.

‘ o

b) Si no aparece un color rosado o rojo dentro de Tos 15 min siguientes, se a-
grega una pequefia porcidn de zinc en polvo y se espera 10 min; si después de
Ta adicidn del zinc aparece un color rojo, significa que no tuvo lugar una

‘ reduccidn bacteriana del nitrato y por lo tanto el andlisis es negativo, pero

! si no da color rojo significa que el cultivo si redujo el nitrato completa-

‘ mente a nitrégeno o a amonio y por lo tanto el andlisis es positivo.

I}

c) Si el desarrollo estd limitado a la parte inferior del tubo y se produce una
leve 0 ninguna coloracidn, se extrae la parte superior del contenido del tubo
con una pipeta y se repite la adicidn de 1os reactivos antes indicados.

8.5.2.4 Se examinan los tubos con lactosa gelatina para detectar la formacidn

de gas y cambio de color del rojo al amarillo; la produccién de gas y color ama-
rillo indica fermentacidn de la lactosa con formacidn de dcido. Se enfrian los

tubos durante 1 h a 5°C y se detecta si hay licuefaccidn de la gelatina; si el me-
dio se solidifica, se reincuban los tubos a 35°C durante 24 h adicionales y luego
se detecta la Ticuefaccidn de 1a gelatina como se indicé anteriormente.

8.5.3 Interpretacion.

8.5.3.1 Los bacilos (bastones) no méviles, que producen colonias de color negro
en el medio SC, reducen el nitrato a nitrito, producen dcido y gas con 1la lactosa,
y TicGan la gelatina en 48 h, se registran como Clostridium perfringens confirmados.
\
Nota. Ocasionalmente un cultivo que muestre ser no mévil y dé una traza o una re-
gcciﬁh dudosa de nitrato, podria pensarse que es Clostridium perfringens; por e-
jemplo, el Clostridium sardiniensis es débilmente movil y, a menos que el ensayo

de movilidad se haya observado cuidadosamente, podria considerarse errdneamente
"no mévil". Por otra parte, cultivos de Clostridium perfringens que muestren $0-.
lTamente trazas de nitritos podrian no ser tomados como tales ya que dichos culti- )
vos producen una reaccidn inmediata e intensa.

| . -

B.5.3.2 En el caso de que una colonia seleccionada, al ser sometida a los and-
' 1isis confirmatorios que anteceden, d€ resultados dudosos, se procederd a reali-
itar los analisis de reconfirmacién que se indican en el Anexo de la presente nor-

ma.

9. EXPRESION DE LOS RESULTADQS
9.1 Cdlculo para placas que contienen 20 a 200 colonias.
9.1.1 Se calcula el niimero de bacterias de Clostridium perfringens por gramo

de muestra para cada dilucidn,sobre la base del porcentaje de colonias contadas
registradas en los numerales 8.4.2 u 8.4.3 que resultaron confirmadas como Clos-
{ridium perfringens (véase el numeral 8.5.3.1).

Continda
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9.1.2 Ejemplos:

a) Sila med1a de Tos recuentos de colonias en las placas sembradas con la di-
lucién 10-2 de Ta muestra fue registrada como 75 de acuerdo con el numeral
8.4.2, y siete.de las diez colonias analizadas (70%) fueron confirmadas co-
mo C]ostridium perfringens, el nimero de bacterias positivas en 1a muestra
se informa como "5 000 bacterias de Clostridium perfringens por gramo de pro-
ducto". Dicho valor se obtiene en la forma siguiente: 75 x 0,70 = 52,5 el
cual se redondea a 50; luego &ste se multiplica por el valor reciproco de la
dilucidn usada, o sea 50 x 100 = 5 000. :

b) Si de acuerdo con el numeral 8.4.3 las medias de los recuentos de dos dilu-
ciones consecutivas fueron registradas como 180 para la dilucidn 107 -2 y 22 pa-
ra la dilucién 1073, y cinco de las diez colonias analizadas fueron confir-
madas como Clostridium perfringens, se realizan 1os siguientes cdlculos:

i

- 180 x 0,50 = 90; luego, S0 x 100 = 9 000
- 22 x 0,50 = 11; luego, 11 x1000=11000

- Se promedian ambos resultados y se informa como " 10 000 bacterias de Clos-
 tridium perfringens por gramo de producto”.

Nota. Si 1a relacidn entre el va]or mads alto y el mds bajo es mayor que 2, se
informa solo el valor mas bajo de los dos; es decir, si con Ta dilucién 10-2
se 1legara a un valor final de 14 000 y con la dilucidn 10-3 se llegara a un
valor de 32 000, 1o cual da una relacién 32 000/14 000 = 2,28, se descarta el
valor de 32 000 y solamente se informa como "14 0G0 bacter1as de Clostridium
perfringens por gramo de producto

9.2 Calculo para piacas que contienen menos de 20 colonias. Para Tas pla-
cas que contienen menos de 20 coionias por placa, se informa como menos de 20 por
el valor reciproco de la dilucidén mds baja usada.

S 9.2.1 Ejemplo.

a) Si la media de los recuentos de colonias se reg1stro como 12 de acuerdo con
el numeral 8.4.4 (es decir menos de 20), la primera dilucidn fue 10-1, yuna
0 mds de las diez colonias analizadas se confirmaron como Clostridium per-
fringens, el nimero de bacterias positivas en la ruestra se informa como "Me-
nos de 200 bacterias de Clostridium perfringens por gramo de producto". Di-
cho valor se obtiene en la forma siguiente: menos de 20 por el valor reci-
proco de la primera dilucidn o sea: menos de 20 x 10 = menos de 200

9.3 Ausencia de colonias en las placas. Si no aparecen colonias en las
placas de todas las siembras de las diversas diluciones, el nimero de Clostridium
perfringens por gramo de producto se informa como menos de 1 porel valor recipro-
co de 1a dilucidén mas baja usada.

9.3.1 Ejemplo.

a) Si no aparecieron colonias en las placas de todas Tas diluciones usadas y la
menor dilucidn usada fue 10-1, el ndmero de bacterias se informa como "Menos
de 10 bacterias de Clostricium perfringens por gramo de producto”.

. Dicho valor se obtiene en 1a forma siguiente: menos de 1 por el valor reci-
proco de la primera dilucién o sea: menos de 1 x 10 = menos de 10,
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’10. INFORME DEL ENSAYO O ANALISIS

iEn el informe del andlisis se debe indicar el metodo empleado y el resultado ob-
tenido. Debe mencionar también todas las condiciones de operacidn no especifica-
das en esta norma o seflaladas como opcionales asi como cualquier circunstancia
que pueda haber influido en el resultado.

E1 informe debe incluir los detalles requeridos para una completa
|identificacién de Ta muestra.

11. CORRESPONDENCIA
i .
iPara Ta redaccidon de la presente norma se tomaron en cuenta:

a) "Microorganisms in Foods. Their significance and methods of enumeration; se-
cond edition,of the International Commission onMicrobiological Specification

‘ for Foods (ICMSF) University of Toronto," 1978; y

|

b) Anteproyecto de Norma de Ta Comisidn Panamericana de Normas Técnicas COPANT

39:1-023 Carne y sus productos. Recuento de Clostridium perfringens. Mé&todo

de referencia.

12. ANEXO
12.1 Analisis de reconfirmacidn.

12.1.1 Reactivos o materiales.

12.1.1.1 Agar triptosa—su]fito-cié1oserina (agar TSC).

Ra) Medio basal.

\ Triptosa 15 g

. Soytona 5¢
Extracto de Tevadura 54
Citrato férrico aménico lg
Metabisulfito de sodio lg
Agar 20 g
Agua 900 cm3

Se disuelven 1os ingredientes en el agua hirviendo con agitaci6n, hasta obtener
una solucidn completa; se ajusta el pH a 7,6 + 0,1, se esteriliza en autoclave a
121°C durante 10 min y se enfria entre 45 y 50°C.

b) Medio completo. A Tos 900 cm3 del medio basal se agregan 4 cm3 de una solu-
ci6n al 107 de D-cicloserina esterilizada por filtracién bacteriolégica y 100 cm3
de emulsidon de yema de huevo.

Nota 1. Debe usarse solo el polvo blanco cristalino de la D-cicloserina.

Nota 2. La emulsién de yema de huevo puede obtenerse en el comercio, o bien pre-
pararse con yema fresca obtenida de huevos que tengan su cdscara 1ntacta y estén
libres de antibiéticos, procediéndose en la forma siquiente:

Se Tavan con un cepillo las cdscaras de los huevos utilizando agua ligeramente
nds tibia que la temperatura de Tos huevos, se los sumerge en una solucidn acuosa
al 1% de c]oruro mercldrico, también Gn poco mds, tibia que los huevos, y se secan
con una toalla estéril.
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Se quiebran los hueves en forma aséptica, se hacen rodar las vemas sobre la toa-
11a estéril para remover las trazasde clara y luego se las coloca en una probeta
ester11 graduada, provista de tap6n.

Se agrega a la probeta igual volumen de una solucidn acuosa al 0,85% de cloruro
de sodio, previamente esterilizada en un autoclave a 121°C durante 15 min, y se
mezcla bien. La emulsidn debe usarse inmediatamente. (E1 cloruro mercirico resi-
dual debe descartarse con las precauciones necesarias para evitar la contamina- .
cion de Tos desagilies y efluentes).

12.1.1.2 Antitoxina tipo A de Clostridium pérfringens, o ant1tox1na de diag-
ndstico polivalente de Clostridium perfringens.

12.1.1.3 Agar de sangre de oveja.

a) Medio basal.

Extracto de carne 10 g
Peptona 10 g
Cloruro de sodio 54
Agar 15 g

. Agua . 1 000 cm3

Se suspenden los ingredientes en el agua, se mezcla bien y se hierve con agita-
cidn frecuente hasta obtener una disolucidn completa; se enfria entre 50 y 60°C
y se ajusta el pH de manera que después de 1a esterilizacidn sea 7,2 + 0,2. Se
distribuye el medio en porciones de 100 cm3 y se esteriliza en autoc1ave a 121°C
durante 15 min.

b) Medio completo. Se enfria a 45°C el medio basal esferiTizadoyaLcadé100cm3
se le agregan, 5 a 7 cm3 de sangre estéril] desfibrinada de oveja; se mezcla com-
pletamente y se vierte en porciones de 15 a 20 cm3 en placas de Petri que contie-
nen 10 cm3 del medio basal solidificado. Se seca 1la superf1c1e de las placas an-
tes de usarlas, colocdndolas en un horno calentado por conveccidn o incubadora,
regulada a 50°C, durante 30 min, con las tapaderas removidas y las superficies de
agar hacia abajo. Las placas deben almacenarse entre 5 y 8°C hasta que sean re-
queridas. ‘

12.1.2 Aparatos.

12.1.2.1 Asa circular.

12.1.2.2 Incubadora, regulada entre 35 y 37°C.

12.1.3 Procedimiento.

12.1.3.1 Reaccidn de yema de huevo.

a) Se traza una linea central bajo las placas preparadas de agar TSC (Véase el

numeral 12.1.1.1.) y con el asa circular se distribuye 0,05 cm3 de la anti-
toxina tipo A o bien de Ta antitoxina polivalente, de Clostridium perfrin-
gens, scbre una mitad de la placa y se deja secar.

b) Comenzando desde el Tado sin antisuero se rayan 3 cultivos, apropiadamente
espaciados, a través de las dos mitades de Ta placa y 1uego se incuban en-
tre 35 y 37°C durante 20 a 24h.

c) Debido a 1a produccidn de eo¢-toxina {lecitinasa C), l1as bacterias de Clos-
tridium perfringens producen una zona opaca alvrededor de las rayas; esta
actividad es neutralizada en la mitad de 1a placa que contiene el antisuero.
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1112.1.3.2 Reaccion de hemdlisis. -

Se rayan 3 cultivos, apropiadamente espaciados, sobre la superficie seca
de placas de agar de sangre de oveja, y se incuban entre 35 y 37°C durante
20 a 24 h. '

Sobre el agar de sangre de oveja las cepas producen una de las siguientes
reacciones: ’

- Una zona interior con hemdlisis completa, debido a la teta toxina, y una zo-
na exterior con hem6lisis parcial debido a l1a alfa toxina; o

- Una zona solamente con hemélisis parcial.
- ULTIMA LINEA -
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