NORMA VENEZOLANA COVENIN
AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE 1291-1:2025
Salmonella spp. PARTE 1: ALIMENTOS (2da. Revision)

1. OBJETO

Esta norma describe el método de ensayo para el aislamiento e identificacion de Salmonella spp. en los
alimentos.

2. ALCANCE

Esta norma se aplica al método para realizar el aislamiento e identificacion de en las
muestras de alimentos para consumo humano y animal. Quedan excluidas del Amb plicacion de
esta norma las muestras de agua y las muestras ambientales en el area de pr nipulacion de

alimentos.

3. REFERENCIAS NORMATIVAS

Las siguientes normas contienen disposiciones generales utiliza a elaboracion de la norma o
que, al ser citadas en este texto, constituyen requisitos de esta.normanas ediciones indicadas, estaban en
vigencia en el momento de esta publicacién. Como to std Sujeta a revision, se recomienda a
aquellos que realicen acuerdos con base en ellas, que nveniencia de usar las ediciones mas
recientes de las normas citadas seguidamente:

COVENIN 1126:2022 Toma, ideptificaciony/ preparacion de muestras para el analisis
microbiol@gico. (@ evision).

Food and Drug Administration Bactep ical Apalytical Manual (BAM) Chapter 5: Salmonella.

(FDA):2024

4. TERMINOS Y DEFINICIONES

A los fines de este docu a el siguiente término y definicién:
ia que't rma de bacilos cortos pleomérficos, Gram-negativa, movil, no formadora de
iente a la familia Enterobacteriaceae. Existen algunas variantes no moviles que incluyen
imarum y Salmonella Pullorum. EI género Salmonella esté dividido en dos especies
at enfermedades en humanos: Salmonella enterica y Salmonella bongori.

Es una bacter
esporas perte

5. TODO DE ENSAYO

5.1. Etapas para el aislamiento e identificacion de Salmonella spp. en alimentos

Para el aislamiento e identificacion de Salmonella spp. en alimentos, es necesario llevar a cabo un
proceso que consta de varias etapas consecutivas. Esto se debe a que el microorganismo generalmente

se encuentra en una concentracion baja, debilitado por los procesos tecnolégicos o por la presencia de
otros microorganismos en el alimento. A continuacion, se detallan las etapas que deben considerarse:
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5.1.1. Pre-enriquecimiento

Consiste en recuperar las células fisiolégicamente dafiadas permitiendo su multiplicacién, para ello se
incuban las muestras en un medio de cultivo liquido no selectivo.

5.1.2. Enriguecimiento

Consiste en promover la multiplicacion de Salmonella spp. y restringir la proliferacion de la microbiota
acompafiante, para ello se inocula el caldo de pre-enriquecimiento en dos medios de cultivos selectivos.

5.1.3. Aislamiento

ivas de
diagndstico

Consiste en obtener colonias aisladas para observar las caracteristicas ti
Salmonella spp., para ello se estrian los caldos de enriquecimiento en medi
selectivo y diferencial.

5.1.4. Confirmacion

Consiste en la determinacién de las caracteristicas bioquimicas icasde las colonias presuntivas
de Salmonella spp. Alternativamente se pueden emplear técnicas moleculares para la identificacion.

a) Equipos para la preparacion de muestras (ver la FNINT1126).
dedlas golonias).

5.2. Equipos

b) Contador de colonias o lupa (para visualizacion
¢) Refrigerador a (4 + 2) °C.
d) Incubadora con temperatura controladala
e) Agitador de tubos vortex.
f) Bafio de agua con temperatura 42 +0,2) °Co0 (43 +£0,2) °C.
g) Homogeneizador mecanico opere a 24,09 rad/s.

h) Termdmetro con escala gradiada de0 °C a 100 °C.

i) Balanza con exactitud lucién minima de 0,1 g.

t

1) Mechero Fish
m) Plancha de i con agitacion.
n) pH metro.

0 instrumentos estériles para pesar las muestras.

b) Erlenmeyer (fiolas) o frascos de boca ancha estériles con capacidad apropiada para la cantidad
de muestra a analizar.

¢) Tubos de ensayo 16 mm x 125 mm.

d) Tubos de ensayo 16 mm x 150 mm.

e) Tubos de ensayo 20 mm x 150 mm.

f) Tubos de ensayo 13 mm x 100 mm.

g) Pipetas graduadas de 1 mL con graduacién de 0,01 mL.

h) Pipetas graduadas de 5 mL o 10 mL con graduacion de 1 mL.

i) Tubos de fermentaciéon 6 mm x 50 mm (tubos Durham).

j) Placas de Petri de 90 mm x 15 mm o0 100 mm x 15 mm de pléastico o vidrio, estériles.
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k) Papel indicador de pH, rango de 6 a 8 con graduaciones méaximas de 0,4 unidades por cambio de
color.

1) Bolsas de pléastico estériles de aproximadamente 28 cm x 37 cm.

m) Bolsas de pléstico estériles con filtro.

n) Gradillas para tubos.

0) Asa bacterioldgica de platino o plastico de £ 3 mm de didametro.

p) Vaso de precipitado de plastico con capacidad para 4 L (para colocar las muestras en bafio).

q) Vaso de precipitado de plastico con capacidad para 5 L.

r) Papel de aluminio.

s) Tubos de ensayo con tapdn de corcho.

5.4. Medios de cultivo y reactivos (ver anexo Ay B)

5.4.1. Etapa de pre-enriquecimiento (ver anexo C)

a) Agua destilada.
b) Leche en polvo descremada reconstituida al 10 %. Q

¢) Caldo lactosado.

d) Caldo nutritivo.

e) Caldo tripticasa soya.

f) Caldo tripticasa soya con sulfato ferroso.

g) Caldo de enriguecimiento universal.

h) Caldo de enriguecimiento universal sin citrato d
i) Agua peptonada tamponada.

J) Agua peptonada tamponada modificada.

5.4.2. Etapa de enriquecimiento Q

a) Caldo selenito cistina (SC).
b) Caldo tetrationato (TT).
¢) Medio Rappaport -Vassiliadis (RV).

5.4.3. Etapa de aislamie ares diagndsticos

a) Agar xilosa- li oxicalato (XLD).
b) Agar bismuyt i = Wilson Blaird. (WB).

5.4.4. pa de confirmacion

a) Agar nutritivo.

b) Agar triple azlcar hierro (TSI).
¢) Agar lisina - hierro (LIA).

d) Agar Mac Conkey.

e) Agar triptosa sangre (base).

f) Caldo triptosa-tripticasa de soya.
g) Caldo tripticasa de soya.

h) Caldo MR-VP.
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i) Caldo lisina descarboxilasa.

j) Caldo carbohidrato rojo de fenol.

k) Caldo carbohidrato parpura de bromocresol.

1) Caldo triptonado.

m) Caldo malonato.

n) Caldo KCN.

0) Caldo urea.

p) Infusion cerebro — corazon, (BD Brain Heart Infusion (BHI)).
g) Medio movilidad (semisdlido).

r) Agar citrato de Simmons.

5.4.5. Reactivos

a) Agua destilada estéril.

b) Solucidn de hidréxido de sodio al 1 N.

¢) Solucién de acido clorhidrico al 1 N.

d) Solucion de verde brillante con una fraccion de peso sobre volumenid 0
e) Solucién de verde brillante a una fraccién de volumen de 0,1 %:

f) Tergitol 7 anidnico o tritén X -100.

g) Sulfito de potasio anhidro (polvo).

h) Solucidn de papaina al 5 %.

i) Solucion de celulasa al 1 %.

j) Solucién con 200 mg/kg de cloro con 0,1 % de il stifate”de sodio.
k) Reactivo de Kovac's.

1) Cristales de creatina fosfato.

m) Parafina.
n) Reactivos para la prueba de VVoges-Pros
0) Indicador de pH rojo de metilo.

p) Solucidn salina al 0,85 % estéril:

g) Solucién salina fisioldgica f izada’
r) Etanol al 70 %.
s) Solucién de purpurad

Y.

5.5.1.1./Tomar 100 g como unidad minima de muestreo. Pesar la porcion de ensayo de 25 g 0 25 mL, en
bolsa de plastico estéril u otro envase adecuado. Para muestras que no puedan ser analizadas con base al
peso exacto consultar la matriz especifica para obtener instrucciones (ver anexo C).

5.5.1.2. Preparar una o varias muestras compuestas que no excedan los 375 g o 375 mL (equivalentes a
15 unidades analiticas), cuando se analicen varias muestras de un mismo lote para los siguientes
alimentos: leche en polvo descremada instantanea, caseina lactica, cuajo de caseina, caseinato de sodio
y huevo liquido homogeneizado.
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5.5.1.3. Afiadir 225 mL del medio de pre-enriquecimiento por cada 25 g 0 25 mL de muestra y mezclar,
(ver anexo C.).

5.5.1.4. Dejar en reposo durante (60 + 5) min a temperatura ambiente y mezclar. En algunos casos,
podria ser necesario medir el pH (ver anexo C).

5.5.1.5. Incubar la muestra pre-enriquecida a una temperatura de 35 °C por (24 £ 2) h.

5.5.1.6. Refrigerar el caldo de pre-enriquecimiento y enriquecimiento ya incubados a una temperatura
entre (4 £ 2) °C por un maximo de 72 h, para productos con baja humedad.

5.5.2. Enriguecimiento

a 10 mL de
debe agitar la

5.5.2.1. Agitar las muestras incubadas y transferir 0,1 mL de caldo de pre-engi
caldo Rappaport-Vassiliadis, y 1 mL a 10 mL de caldo tetrationato. Post
mezcla en un vortex para asegurar la homogeneidad de la misma.

5.5.2.2. Incubar estos medios como se especifica en el anexo D.

5.5.2.3. Transferir 1 mL de la muestra a 10 mL de caldo seleni y 1 mL a 10 mL de caldo
tetrationato cuando se analice goma guar o si existe sos a de la\presencia de Salmonella entérica
subespecie entérica serovar Typhi, posteriormente, ho iZar €n un vortex.

5.5.3. Aislamiento

5.5.3.1. Agitar las muestras finalizado el p de inciibacién y transferir una asada utilizando un asa
de 3 mm (10 pL) de cada uno de los dos

5.5.3.2. Incubar las
bismuto sulfito (B

5.5.3.3. Estria
Ademas, utili

al final de la incubacion las colonias presuntivas de Salmonella spp. cuyas
en los medios diferenciales sean tipicas (ver anexo E).

5.5.3.5.Efectuar un reaislamiento en alguno de los siguientes agares: MacConkey, Hektoen entérico o
xilosa - lisina - desoxicolato, en caso de que las colonias no aparezcan bien aisladas. Es conveniente
incubar las placas a una temperatura de 35 °C por un periodo de tiempo de (24 + 2) h.

NOTA 1. Se recomienda utilizar cultivos de referencia para ayudar a la identificacion de colonias atipicas durante
el proceso de analisis, tales como: ATCC™ 13314 Salmonella enterica subespecie arizonae (Borman) Le Minor
et al., dulcitol (-) malonato (+) lactosa (+); ATCC™ 12325 Salmonella enterica subespecie diarizonae (Le Minor
et al.) Le Minor and Popoff, lactosa (+) H.S (+); ATCC™ 9842 Salmonella enterica subespecie enterica (ex
Kauffmann and Edwards) Le Minor and Popoff serovar Bispebjerg, lactosa (-), H2S (-) o ATCC™ 29934
Salmonella enterica subsp. diarizonae (Le Minor et al.) Le Minor and Popoff, lactosa (+) y H2S (-).

COVENIN 1291-1:2025 5



NOTA 2. Alternativamente se pueden utilizar métodos rapidos para despiste inicial que estén aprobados por la
Association of Official Agricultural Chemists (AOAC) y hayan sido verificados en laboratorio para la matriz de
interés.

5.5.4. Identificacion de colonias presuntivas de Salmonella spp.
5.5.4.1. Pruebas bioquimicas preliminares

5.5.4.1.1. Seleccionar dos 0 mas colonias tipicas de cada medio selectivo empleado. Si no se obtienen
colonias tipicas se deben escoger colonias atipicas de cada medio de cultivo (ver anexo E).

5.5.4.1.2. Transferir las colonias seleccionadas, a tubos con medios de agar TSI (Trip ron) y
LIA (Lysine Iron Agar). Para inocular en los tubos tocar el centro de la coloniay p
manera:

a) Agar TSI: estriar el bisel y hacer una puncion en el taco. Cerrar el tubo,sig.a apa para permitir
una reaccion aerobica. Incubar a una temperatura de 35 °C por un perigdo de de24h+2h.

b) Agar LIA: inmediatamente sin flamear el asa, realizar dos puncignes,de 4 ¢ém de profundidad en el
taco y estriar el bisel. Cerrar firmemente la tapa para promover una r Gr-dnaerobica. Incubar a una
temperatura de 35 °C por un periodo de tiempo de 24 h + 2h.

5.5.4.1.3. Mantener las placas con agares selectivos as)euales se ha escogido las colonias a una
temperatura entre 5 °C a 8 °C hasta culminar los e 0

5.5.4.1.4.Observar los tubos al final del periodo de
spp. muestran las reacciones descritas en el aagxo F.

agion, los cultivos sospechosos de Salmonella

5.5.4.1.5. Escoger colonias sospechos
en TSI no dan reacciones tipicas e i I NUEVS
el apartado 5.5.4.1.2.

e$ a partir de las placas de aislamiento, si los cultivos
ente en los agares TSIy LIA, como se especifica en

5.5.4.1.6.Realizar las pruebds-bigguimigas confirmatorias si se obtienen resultados tipicos en uno de los
dos medios TSI o LIA.

5.5.4.2. Pruebas icas gonfirmatorias

5.5.4.2.1.Rea prlebas’ a tres cultivos presuntivos en TSI, si estan presentes, provenientes de caldo
Rappaport y tres 0s presuntivos en TSI, si estan presentes, provenientes de caldo tetrationato.

r un minimo de seis cultivos tipicos en TSI, si los cultivos en TSI aparentan estar
ificar como se especifica en el apartado 5.5.4.1.1.

3”Inocular los cultivos presuntivos en TSI en tubos con caldo urea e incubar durante un periodo
de tiempo de (24 £ 2) h a una temperatura de 35 °C.

5.5.4.2.4.Incluir un tubo de caldo urea sin inocular como control. Opcional al uso de caldo de urea rapido,
inocular dos asadas e incubar en bafio de agua por un tiempo de 2 h a una temperatura de (37 = 0,5) °C.

5.5.4.2.5.Continuar las pruebas de los siguientes cultivos de urea negativo: (ver anexo G).

a) Caldo lisina descarboxilasa. Si la prueba de LIA fue satisfactoria no es necesaria esta prueba.
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b) Caldo dulcitol rojo de fenol o caldo base purpura con 0,5 % de dulcitol.
¢) Caldo KCN.

d) Caldo malonato.

e) Indol.

5.5.4.2.6.Realizar la prueba serologica somatica O, si las pruebas de LIA, TSI y urea sugieren la
presencia de Salmonella spp., a partir de un cultivo de un periodo de tiempo de (24 - 48) h en agar TSI
0 en agar base triptosa sangre (sin sangre) con 2 mL de solucién salina (0,85 %) y la prueba seroldgica
polivalente flagelar H. Si las pruebas seroldgicas somaticas O y flagelar H son dudosas, continuar como
se especifica en el apartado 5.5.4.3. (ver anexo H).

5.5.4.3. Pruebas bioquimicas adicionales

Realizar los siguientes ensayos adicionales en cultivos que no den reacciones
tipicas dudosas y, por lo tanto, ain no clasifican como Salmonella spp. (ver

seroldgicas

a) Caldo lactosa rojo de fenol o caldo lactosa purpura.

b) Caldo sacarosa rojo de fenol o caldo sacarosa purpura.
¢) Caldo MR-VP.

d) Agar citrato de Simmons.

5.5.4.4. Identificacion genérica presuntiva de Salmo

Utilizar sistemas bioquimicos aprobados por la A€
spp. en los alimentos como alternativa a los ensayos
serologicas somatica O y flagelar H establ en el g
de Salmonella spp.

identificacion presuntiva de Salmonella
micos convencionales. Realizar las pruebas
exo H para confirmar los cultivos presuntivos

EJEMPLO:

VITEK GNI, enterotube 11. Entetobacteriageae 11, MICRO ID o API 20E.

5.5.4.5. Clasificacién de leS cul

5.5.4.5.1. Clasificar como Sa la spp., los cultivos que den reacciones tipicas (ver anexo J tabla J.1.

y J.2.). Observar tabla’J.3. para descartar los cultivos sospechosos de no Salmonella spp. (ver
anexo J).

5.5.4.5.2.3. Cepas que presenten reacciones seroldgicas positivas; pero que no den reacciones
biogquimicas tipicas.

5.5.4.5.2.4. Cepas autoaglutinables que presentan reacciones bioquimicas tipicas.
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5.5.4.6. Confirmacion definitiva

5.5.4.6.1. Tipificar las cepas que se han confirmado como Salmonella spp. a nivel de serovares, para esto,
deben ser enviadas a un laboratorio autorizado o acreditado.

5.5.4.6.2.Realizar el envio acompafiado de toda la informacion posible de la cepa incluyendo: los
resultados de la confirmacién y la fuente de origen. Este requisito es obligatorio en los casos de brotes
por enfermedades transmitidas por alimentos, en el analisis de aves domésticas beneficiadas y aquellos
alimentos analizados dentro de los programas de control del ente sanitario correspondiente.

6. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

6.1. Segun la interpretacion de los resultados, indicar la presencia o ausencia de lla»spp. en la
cantidad de muestra utilizada para el analisis (gramos o mililitros).

EJEMPLO:
Si se utiliza 25 g para el analisis reportar: Salmonella spp. en 25 g: prese

6.2. Cuando se trate de una muestra compuesta formada a parti
mismo lote (ver 5.5.1.2.) indicar la presencia o ausencia de Salmonella
0 medida.

estras provenientes de un
. en la cantidad total pesada

EJEMPLO:
Si de 10 muestras se toman 25 g de cada una, repefta

la spp. en 250 gr: presente o ausente.

6.3. Cuando se trate de huevos enteros se d ortar [&presencia o ausencia en el nimero de unidades
analizadas.

EJEMPLO:
Si se utilizan 20 huevos, reportar”Saimonéeller spp. en 250 en 20 unidades de huevos enteros: presente o
ausente.

7. INFORME

El informe genera indicaf los siguientes aspectos:

atorio (nombre, nimero de contacto, correo electrénico y direccién).

bre de la institucion o empresa que remite la muestra.
7.5. Numero, titulo y afio de la norma consultada.

7.6. Descripcion de la muestra 'y su fecha de recepcion.

7.7. Método de ensayo y procedimiento empleado.

7.8. Madificacion del método (indicar justificacion breve del cambio).
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7.9. Descripcion del procedimiento de muestreo.
7.10. Resultado y conclusiones.

7.11. En caso de obtener resultado positivo: fecha y nimero de control de envio de la cepa al ente de
referencia (cuando aplique).

7.12. Firma del analista.

7.13. Firma del supervisor.

N
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ANEXO A (Normativo)
Preparacion de medios de cultivo @

A.1l. Leche en polvo descremada reconstituida (medio comercial)
A.1.1l.Ingredientes

a) Leche en polvo descremada, 100 g.
b) Agua destilada, 1 000 mL.

A.1.2.Procedimiento

a) Suspender 100 g de la leche deshidratada en 1litro de agua destilada.
b) Agitar hasta su disolucion completa.

c) Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121 °C por 15 min.

A.2. Caldo lactosado

A.2.1.Ingredientes

a) Extracto de carne, 3 g.
b) Peptona, 3 g.
¢) Lactosa, 5 g.
d) Agua destilada, 1 000 mL. Q
A.2.2.Procedimiento

c) Esterilizar en autoclave a unafemperattiger de 121 °C durante 15 min.
+0,2.

A.3. Caldo nutritivo

A.3.1.Ingredient

rocedlimiento

a) Calentar para disolver.

b) Dispensar en las porciones requeridas.

c) Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121 °C durante 15 min.
d) Ajustar hasta un valor de pH final de 6,8 £ 0,2.

) Tomada de la Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2024 p 8-9.
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A.4. Caldo tripticasa soya
A.4.1.Ingredientes

a) Tripticasa peptona, 17 g.

b) Fitona peptona, 3 g.

¢) Cloruro de sodio (NaCl), 5 g.

d) Fosfato dipotasico (K:HPO,), 2,5 g.
e) Glucosa, 2,5 g.

f) Agua destilada, 1 000 mL.

A.4.2.Procedimiento

a) Calentar con agitacion suave para disolver.
b) Dispensar en porciones de 225 mL en frascos de 500 mL.

c¢) Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121 °C durante 15 min
d) Ajustar hasta un valor de pH final de 7,3 £ 0,2. Q
A.5. Caldo tripticasa soya suplementado con sulfato ferroso

A.5.1. Ingredientes

a) Tripticasa peptona, 17 g.

b) Fitona peptona, 3 g.

c) Cloruro de sodio (NaCl), 5 g.

d) Fosfato dipotasico (K:HPO,), 2,5 g.

e) Glucosa, 2,5 g.

f) Sulfato ferroso, 35 mg.

g) Agua destilada, 1 000 mL.

A.5.2.Procedimiento

a) Calentar, agitando s e\para disolver.

b) Dispensar en porciofes d mL en frascos de 500 mL.

c) Esterilizar en e a ura temperatura de 121 °C durante 15 min.
pH final de 7,3 £ 0,2.

d) Ajustar hastasmyvalor
A.6. Cal e iquecimiento universal

A. ientes

a) Triptona, 5 g.

b) Proteéosa peptona, 5 g.

c) Fosfato dipotésico (K;HPQO,), 15 g.

d) Fosfato sodico, 7 g.

e) Cloruro de sodio (NaCl), 5 g.

f) Dextrosa, 0,5 g.

g) Sulfato de magnesio (MgSQ.), 0,25 g.
h) Citrato de amonio férrico, 0,1 g.

i) Piruvato de sodio, 0,2 g.

j) Agua destilada, 1 000 mL.

) Tomada de la Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2024 p 8-9.
COVENIN 1291-1:2025 12



A.6.2.Procedimiento

a) Calentar con agitacion suave para disolver.

b) Dispensar en las porciones requeridas.

c) Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121 °C por 15 min, pH final 6,3 + 0,2.
A.7. Caldo de pre-enriquecimiento universal (sin citrato de amonio férrico)
A.7.1.Ingredientes

a) Triptona, 5g.

b) Proteosa peptona, 5 g.

¢) Fosfato dispotasico (K:HPO,), 15 g.

d) Fosfato disodico (Na;HPO.), 7 g.
e) Cloruro de sodio (NaCl), 5 g.

f) Dextrosa, 0,5 g.
g) Sulfato de magnesio (MgSQs), 0,25 g.
h) Piruvato de sodio, 0,2 g.

i) Agua destilada, 1 000 mL.

A.7.2.Procedimiento
a) Disolver los ingredientes en agua destilada.
b) Dispensar en las porciones requeridas.

c) Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121 ante 15 min.
d) Ajustar hasta un valor de pH final de 7,

A.8. Agua peptonada tamponada

A.8.1.Ingredientes

a) Peptona, 10 g.
b) Cloruro de sodio (

gredientes en agua destilada.

ensap’en las porciones requeridas.

ilizar en autoclave a una temperatura de 121 °C durante 15 min.
d) Ajustar hasta un valor de pH final de 7,2 £ 0,2.

A.9. Agua peptonada tamponada modificada
A.9.1.Ingredientes
a) Digerido pancreético de gelatina (peptona de gelatina), 5 g.

b) Extracto de carne, 5 g.
c) Cloruro de sodio (NaCl), 5 g.

) Tomada de la Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2024 p 8-9.
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d) Fosfato disodico (Na;HPO.), 7 g.
e) Fosfato monopotasico (KH2PO,), 3 g.
f) Agua destilada, 1 000 mL.

A.9.2.Procedimiento

a) Disolver los ingredientes en agua destilada.

b) Dispensar en las porciones requeridas.

c) Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121 °C durante 15 min.
d) Ajustar hasta un valor de pH final de 7,2 £ 0,2.

A.10. Caldo tetrationato

A.10.1. Caldo base tetrationato

A.10.1.1. Ingredientes

a) Polipeptona, 5 g. Q
b) Sales biliares, 1 g.

¢) Carbonato de calcio (CaCQOs), 10 g.

d) Tiosulfato de sodio pentahidrato (Na,S;0s-5H.0), 30 g
e) Agua destilada, 1 000 mL.

A.10.1.2. Procedimiento Q
a) Diluir los ingredientes en el agua destilada

b) Mezclar y calentar hasta su punto ebull precipitado no disolvera por completo).
¢) No esterilizar en autoclave.

d) Enfriar a una temperatura menqr{e 4§ °C.
e) Almacenar a una temperatur{en:e 5 °C& 8 °C, pH final 8,4 £ 0,2.

A.10.2. Solucién de yodo u
A.10.2.1. Ingredientes

tasio (12-Kl)

b) Anadir el yodo, agitar hasta disolver.
c) Diluir a 20 mL en los mL restantes de agua destilada.

A.10.3. Solucidn de verde brillante
A.10.3.1. Ingredientes

a) Colorante verde brillante, 0,1 g.
b) Agua destilada estéril, 100 mL.

) Tomada de la Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2024 p 8-9.
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A.10.3.2. Procedimiento

a) Disolver el verde brillante en el agua destilada estéril y agitar hasta disolver.

b) Afiadir 20 mL de solucion de yodo-yoduro y 10 mL de solucion de verde brillante a 1 litro de caldo
base tetrationato, esto para preparar el medio completo.

¢) Resuspender el precipitado con agitacién suave y dispensar porciones de 10 mL en tubos de ensayo
estériles de 20 mm x 150 mm o 16 mm x 150 mm. No calentar el medio después de agregar las soluciones
de yodo yoduro y verde brillante.

A.11. Medio Rappaport Vassiliadis
A.11.1. Caldo base

A.11.1.1. Ingredientes

a) Triptona, 5g.

b) Cloruro de sodio (NaCl), 8 g.

c) Fosfato monopotasico (KH.PO4), 1,6 g.
d) Agua destilada, 1 000 mL.

A.11.1.2. Procedimiento

a) Disolver los ingredientes en el agua destilada.
b) Preparar el caldo base al momento combinar ce

de’los ingredientes.
A.11.2. Solucién de cloruro de magnesio
A.11.2.1. Ingredientes

a) Cloruro de magnesio hexahidfatado ( I,-6H,0), 400 g.
b) Agua destilada estéril, 1 Q0OmL.

a) Disolver el co
b) Almacenar
de un 1 afio.

a) Oxalato de verde malaquita, 0,4 g.
b) Agua destilada estéril, 100 mL.

A.11.3.2. Procedimiento

a) Almacenar la solucion a temperatura ambiente en una botella protegida de la luz, hasta por un periodo
de tiempo de 6 meses.

b) Afiadir 100 mL de solucion de cloruro de magnesio y 10 mL de solucién de verde malaquita a 1 litro
de caldo base para un volumen total de 1 110 mL para preparar el medio completo.

) Tomada de la Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2024 p 8-9.
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¢) Dispensar porciones de 10 mL en tubos de ensayo de 16 mm x 150 mm.
d) Esterilizar en autoclave por 15 min a 115 °C, pH final 5,5+ 0,2.

e) Almacenar hasta por un periodo de tiempo de 1 mes en refrigeracion.
A.12. Caldo selenito cistina

A.12.1. Opciodn 1

A.12.1.1. Ingredientes

a) Triptona o polipeptona, 5 g.
b) Lactosa, 4 g.
¢) Selenito acido de sodio (NaHSeOs), 4 g.
d) Fosfato disodico (Na;HPO.), 10 g.
e) L-cistina, 0,01 g.
f) Agua destilada, 1 000 mL.
A.12.1.2. Procedimiento Q
a) Disolver los ingredientes en el agua destilada.
e 10

b) Calentar hasta su punto de ebullicién, dispensar porci d en tubos de ensayo de 16 mm x
150 mm.
C rque el medio no sera estéril).

¢) Calentar 10 min en vapor fluente (no esterilizar
d) Ajustar hasta un valor de pH final de 7,0 £ 0,2
e) Utilizar el mismo dia de la preparacion.

A.12.2. Opcion 2 Q

A.12.2.1. Ingredientes

a) Polipeptona, 5 g.
b) Lactosa, 4 g.
c) Selenito cido de so Se0s3), 4 g.

a ver J@s ingredientes en el agua destilada.

b) Calentar hasta su punto de ebullicién.

¢) Dispensar porciones de 10 mL en tubos de ensayo de 16 mm x 150 mm.

d) Calentar 10 min en vapor fluente (no esterilizar en autoclave porque el medio no sera estéril).
e) Ajustar hasta un valor de pH final 7,0 £ 0,2.

f) Ultilizar el mismo dia de la preparacion.

) Tomada de la Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2024 p 8-9.
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A.13. Agar Bismuto Sulfito
A.13.1. Ingredientes

a) Polipeptona (o peptona), 10 g.

b) Extracto de carne, 5 g.

c) Dextrosa, 5g.

d) Fosfato disodico (Na;HPO.), 4 g.
e) Sulfato de hierro (FeSQ.).

f) Bismuto sulfito (indicador), 8 g.
g) Verde brillante, 0,025 g.

h) Agar, 20 g.

i) Agua destilada, 1 000 mL.

A.13.2. Procedimiento

a) Diluir los ingredientes en el agua destilada.

b) Calentar hasta su punto de ebullicidn.

¢) Dejar hervir por 1 min (el precipitado no disolvera por com

d) No esterilizar en autoclave.

e) Enfriar a una temperatura entre 45 °C a 50 °C y seryif &n placa
90 mm x 15 mm en porciones de aproximadamente 20
f) Dejar secar por un periodo de 2 h con la tapa pargi
g) Cerrar bien y ajustar hasta un valor de pH fin 0,2
h) Preparar las placas el dia anterior al uso.

i) Almacenar en la oscuridad por un tiemp ayor @48 h.
A.14. Agar Hektoen Entérico

A.14.1. Ingredientes

a) Peptona, 12 g.

b) Extracto de levadur
c) Sales biliares N°
d) Cloruro de sodi
e) Tiosulfato
f) Citrato de g

rocedimiento

a) Diluir los ingredientes en el agua destilada, mezclar frecuentemente.

O

e Petri de 100 mm x 15 mm o

b) Calentar hasta su punto de ebullicion, dejar hervir por un tiempo no mayor de 1 min.

¢) No esterilizar en autoclave.
d) Enfriar a una temperatura entre 45 °C a 50 °C.

e) Servir en placas de Petri de 100 mm x 15 mm o0 90 mm x 15 mm en porciones de aproximadamente

20 mL.
f) Dejar secar por un tiempo de 2 h con la tapa parcialmente abierta.

) Tomada de la Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2024 p 8-9.
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g) Cerrar bien y ajustar hasta un valor de pH final 7,5 + 0,2 pH final.
h) Almacenar el medio hasta por un periodo de tiempo de 30 dias en refrigeracidn a una temperatura de
4°C+2°C.

A.15. Agar xilosa lisina desoxicolato (XLD)
A.15.1. Ingredientes

a) Extracto de levadura, 3 g.

b) L-lisina, 5g.

¢) Xilosa, 3,75 g.

d) Lactosa, 7,5 g.

e) Sacarosa, 7,5 Q.

f) Desoxicolato de sodio, 2,5 g.

g) Cloruro de sodio (NaCl), 5 g.

h) Tiosulfato de sodio (Na;S:053), 6,8 g.
i) Citrato de amonio férrico, 0,8 g.
j) Rojo de fenol, 0,08 g.

K) Agar, 15 g.

1) Agua destilada, 1 000 mL.

A.15.2. Procedimiento

a) Diluir los ingredientes en el agua destilada, ’%ar hasta su punto de ebullicion. No

esterilizar en autoclave.
b) Enfriar a una temperatura entre 45 °C a
¢) Servir en placas de Petri de 100 mm Xx
20 mL.

d) Dejar secar por un tiempo de 2

90 mm x 15 mm en porciones de aproximadamente

tapa parmalmente abierta
final 7,4 £0,2.

de4°Cx2°C.

A.16. Agar XLT4 (medioc cial)

f) Sacafosa, 7,5 g.

g) Cloruro de sodio (NaCl), 5g.

h) Tiosulfato de sodio (Na;S:053), 6,8 g.

i) Citrato de amonio férrico, 0,8 g.

j) Rojo de fenol, 0,08 g.

k) Agar, 18 g.

1) Suplemento XLT4 (solucién de tetradecil sulfato de sodio a una concentracion de 26 % a 28 %),
4,6 mL.

m) Agua destilada, 1 000 mL.

) Tomada de la Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2024 p 8-9.
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A.16.2. Procedimiento

Seguir las instrucciones de preparacion del fabricante.
A.17. Agar Rambach (medio comercial)

A.17.1. Ingredientes

a) Peptona, 8 g.

b) Cloruro de sodio (NaCl), 5 g.
¢) Desoxicolato de sodio, 1 g.
d) Mezcla cromogénica, 1,5 g.
e) Propilenglicol, 10,5 g.

f) Agar, 15¢.

g) Agua destilada, 1 000 mL.

A.17.2. Procedimiento
Seguir las instrucciones de preparacion del fabricante.

A.18. Agar EF-18 (medio comercial)

A.18.1. Ingredientes Q@
a) Polipeptona (o peptona), 5 g. Q

b) Polipeptona (o peptona), 3 g.

c) L-lisina, 10 g.

d) Glucosa, 2,5 g.

e) Sacarosa, 15 g.

f) Sulfato de magnesio heptahi@ratado (MgSO4 7H-0), 1,5 g.
g) Sales biliares, 1,5 g.

h) Sulfapiridina, 1,5g.
i) Azul de bromotimol}0,0
j) Novabiocina,
k) Agar, 159

1) Agua dest D00 mL.

A.18.24 edimiento

S s instrucciones de preparacion del fabricante.
A.19. Agar verde brillante (medio comercial)
A.19.1. Ingredientes

a) Peptona de carne, 5 g.

b) Peptona de caseina, 5 g.

c) Extracto de carne, 5 g.

d) Lactosa, 10 g.
e) Sacarosa, 10 g.

) Tomada de la Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2024 p 8-9.
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f) Cloruro de sodio (NaCl), 5 g.

g) Fosfato disédico (Na;HPO,), 2 g,
h) Rojo de fenol, 0,08 g.

i) Verde brillante, 0,012 5 g.

j) Adgar, 12 g.

k) Agua destilada, 1 000 mL.

A.19.2. Procedimiento

a) Diluir los ingredientes en el agua destilada, mezclar.

b) Calentar hasta su punto de ebullicién.

c¢) Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121 °C por 15 min.

d) Enfriar a una temperatura entre 45 °C a 50 °C.

e) Servir en placas de Petri de 100 mm x 15 mm o0 90 mm x 15 mm en porci de‘aproximadamente
20 mL vy ajustar hasta un valor de pH final 6,9 = 0,2.

A.20. Agar nutritivo Q

A.20.1. Ingredientes

a) Extracto de carne, 3 g.
b) Peptona, 5 g.

¢) Agar, 15¢. @
d) Agua destilada, 1 000 mL. Q
A.20.2. Procedimiento
a) Calentar para disolver los ingrediegtes.

b) Dispensar en tubos o frascos.

c) Esterilizar en autoclave a unafemperattiger de 121 °C durante 15 min.
d) Ajustar hasta un valor de inal 6,8 +0,2.

A.21. Agar triple az( i TSI)

g.
d) Sagarosa, 10 g.
e) Glueosa, 1 g.

f) Sulfato ferroso aménico (Fe(NH.)2(SO4)2-6H,0), 0,2 g.
g) Tiosulfato de sodio (Na.S20s), 0,2 g.

h) Rojo fenol, 0,025 g.

i) Agar, 13g.

j) Agua destilada, 1 000 mL.

) Tomada de la Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2024 p 8-9.
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A.21.1.2. Procedimiento

a) Disolver cada uno de los componentes en el agua, aplicando calor hasta llevar a hervor por 1 min.

b) Llenar 1/3 de tubos de 16 mm x 150 mm, tapar de tal manera de mantener condiciones aerdbicas.

c¢) Esterilizar en autoclave durante 15 min a una temperatura de 118 °C.

d) Inclinar los tubos para obtener una cufia de 4 cm a 5 cm del medio de cultivo y ajustar hasta un valor
de pH final de 7,3 £ 0,2, luego solidificar.

A.21.2. Opcion 2
A.21.2.1. Ingredientes
a) Extracto de carne, 3 g.

b) Extracto de levadura, 3 g.
c) Peptona, 15 g.

d) Proteosa peptona, 5 g.
e) Cloruro de sodio (NaCl), 5 g.
f) Lactosa, 10 g.

g) Sacarosa, 10 g.
h) Glucosa, 1 g.

i) Sulfato de hierro (FeSO4), 0,2 g.

j) Tiosulfato de sodio (Na;S:03), 0,3 g

K) Rojo fenol, 0,024 g.

1) Agar, 12 g. Q

m) Agua destilada, 1 000 mL.

A.21.2.2. Procedimiento Q

a) Disolver cada uno de los comporentes, en el agua, aplicando calor hasta llevar a hervor por 1 min.
b) Llenar 1/3 de tubos de 16 mntTx 150 mMmytapar de tal manera de mantener condiciones aerébicas.
c) Esterilizar en autoclave durante 15 min a una temperatura de 121 °C.

fia de 4 cm a 5 cm del medio de cultivo y ajustar hasta un valor

d) Inclinar los tubos para gbtene
de pH final de 7,4 + 0,2 lidificar.
A.22. Agar lisina (L1

%

e) Glueosa, 1 g.

f) Citrato de amonio férrico, 0,5 g.

g) Tiosulfato de sodio (Na.S:03), 0,04 g.
h) Purpura de bromocresol, 0,02 g.

i) Agar, 154¢.

j) Agua destilada, 1 000 mL.

A.22.1. Ingre

) Tomada de la Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2024 p 8-9.
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A.22.2. Procedimiento

a) Disolver los componentes en agua, aplicando calor.

b) Dispensar en porciones de 4 mL en tubos de 13 mm x 100 mm con tapa de rosca.

c¢) Esterilizar en autoclave durante 12 min a una temperatura de 121 °C.

d) Inclinar los tubos para obtener una cufia de 4 cm a 5 cm y ajustar el pH final del medio de cultivo a
6,7 £ 0,2, luego solidificar.

A.23. Caldo urea
A.23.1. Ingredientes

a) Urea, 20 g.

b) Extracto de levadura, 0,1 g.

c) Fosfato disédico (Na;HPO.), 9,5 g.

d) Fosfato monopotasico (KH2PO,), 9,1 g.
e) Rojo de fenol, 0,01 g.

f) Agua destilada, 1 000 mL.

A.23.2. Procedimiento

a) Disolver los componentes en el agua.
b) Esterilizar por filtracién por membrana de 0,45
c) Dispensar asépticamente en porciones de 1,5 mr
tapa de rosca.

d) Ajustar el pH final del medio de cultivo

e tubos estériles de 13 mm x 100 mm con

A.24. Agar MacConkey
A.24.1. Ingredientes

a) Proteosa peptona o poligepto
b) Peptona o gelisato,
c) Sales biliares N°
d) Lactosa, 10 g.

e) Cloruro de sodi

sales biliares, 1,5 g.

A.24. ocedimiento

a) Diluir los ingredientes en el agua destilada, mezclar frecuentemente y calentar hasta su punto de
ebullicion, dejar hervir de (1 a 2) minutos.

b) Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121 °C durante un tiempo de 15 min y enfriar a una
temperatura entre 45 °C a 50 °C.

c) Servir en placas de Petri de 100 mm x 15 mm o 90 mm x 15 mm en porciones de aproximadamente
20 mL.

d) Dejar secar con la tapa cerrada a temperatura ambiente y ajustar hasta un valor de pH final de
7,1+0,2.

) Tomada de la Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2024 p 8-9.
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A.25. Caldo lisina descarboxilasa
A.25.1. Ingredientes

a) Peptona o gelisato, 5 g.

b) Extracto de levadura, 3 g.

c) Glucosa, 1g.

d) L-lisina, 5 g.

e) Parpura de bromocresol, 0,02 g.
f) Agua destilada, 1 000 mL.

A.25.2. Procedimiento

a) Calentar hasta diluir los ingredientes.
b) Dispensar en porciones de 4 mL en tubos de 16 mm x 125 mm con tapa
c) Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121 °C durante 15 mi
d) Apretar la tapa para el almacenamiento o después de la inocul
final de 6,8 + 0,2.

a.
tapas flojas.
ar hasta un valor de pH

A.26. Caldo carbohidrato rojo de fenol
A.26.1. Ingredientes

a) Tripticasa o peptona N° 3,10 g.
b) Cloruro de sodio (NaCl), 5 g.

¢) Extracto de carne (opcional), 1 g. %

d) Rojo fenol (7,2 mL de 0.25 % sol 0 enol), 0,018 g.
e) Agua destilada, 1 000 mL.

f) Carbohidrato (Disolver 5 g
caldo base).

citol, 2@ g de lactosa 0 10 g de sacarosa (segun se requiera) en el

a) Disolver cada
b) Dispensar
mm invertido

ponentes en el agua, aplicando calor si es necesario.
s de 13 mm x 100 mm que contengan tubos de fermentacién de 6 mm x 50

a) Disolver los ingredientes, sin incluir el carbohidrato, en 800 mL de agua destilada aplicando calor si
es necesario.

b) Dispensar 2,0 mL en tubos de 13 mm x 100 mm que contengan tubos de fermentacion de 6 mm x 50
mm invertidos (tubos Durham).

c) Esterilizar en autoclave durante 15 min a una temperatura de 118 °C y dejar enfriar hasta por debajo
de la temperatura de 45 °C.

d) Disolver el carbohidrato en 200 mL de agua destilada y esterilizar por filtracion.

e) Afadir, 0,5 mL de la solucion de carbohidrato filtrada a cada tubo, manteniendo las condiciones de
esterilidad.

) Tomada de la Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2024 p 8-9.
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f) Agitar suavemente para mezclar el medio de cultivo y ajustar el valor de pH final de 7,4 = 0,2.
A.27. Agar triptosa sangre
A.27.1. Ingredientes

a) Triptosa, 10 g.

b) Extracto de carne, 3 g.

¢) Cloruro de sodio (NaCl), 5 g.
d) Agar, 15g.

e) Agua destilada, 1 000 mL.

A.27.2. Procedimiento
a) Diluir los ingredientes en el agua destilada, mezclar y calentar hasta su pu
por 1 min.

b) Dispensar en tubos de 16 mm x 15 mm hasta 1/3 de su capacidad.
c) Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121 °C durante 15 miO

iclom, dejar hervir

d) Inclinar los tubos para obtener una cufia de 4 cm a 5 cmy solidi

A.28. Caldo triptosa-tripticasa de soya

A.28.1. Ingredientes @
a) Caldo tripticasa de soya (comercial, deshidrat
b) Caldo triptosa (comercial, deshldratado) 13,5¢.

¢) Extracto de levadura, 3 g.
d) Agua destilada, 1 000 mL.

A.28.2. Procedimiento

a) Diluir los ingredientes en el @gua destilada, mezclar y calentar.

b) Dispensar porciones d L s de 16 mm x 15 mm.

c) Esterilizar en autoc ante 15 min a una temperatura de 121 °C y ajustar el pH final del medio
de cultivoa 7,2+ 0,2.

A.29. Medio 1
A.29.1. e

a) rne, 3 g.

eptoma o gelisato, 10 g.
¢) Claguro de sodio (NaCl), 5 g.
d) Agar, 4 g.
e) Agua destilada, 1 000 mL.

A.29.2. Procedimiento

a) Diluir los ingredientes en el agua destilada, mezclar y calentar hasta su punto de ebullicién, dejar
hervir por 1 min.

b) Dispensar en tubos de 20 mm x 150 mm en porciones de 20 mL.

c) Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121 °C durante 15 min con las tapas flojas.

) Tomada de la Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2024 p 8-9.
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d) Almacenar a una temperatura entre 5 °C a 8 °C.

e) Antes de usar, volver a hervir en bafio de calentamiento o vapor fluente y enfriar a una temperatura
de 45 °C.

f) Dispensar asépticamente 20 mL en placas de Petri de 15 mm x 90 mm, cubrir las placas y dejar
solidificar, hasta obtener un pH final de 7,4 £ 0,2.

g) Utilizar el dia de la preparacion.

A.30. Caldo triptonado (triptéfano) 1 %

A.30.1. Ingredientes

a) Triptona o tripticasa, 10 g.
b) Agua destilada, 1 000 mL.
A.30.2. Procedimiento

a) Disolver y dispensar en porciones de 5 mL en tubos de 16 mm x 1 mm X 150 mm con
tapa de rosca.

b) Esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 min, pH final 6,9 +
A.31. Caldo malonato
A.31.1. Ingredientes

a) Extracto de levadura, 1 g.

b) Sulfato de amonio (NH4)2S0Os, 2 g.

c) Fosfato dipotasico (K;HPO.), 0,6 g.

d) Fosfato monopotasico (KHzPO.),

e) Cloruro de sodio (NaCl), 2 g.

f) Malonato de sodio, 3 g.

g) Glucosa, 0,25 g.

h) Azul de bromotimol, Q
i) Agua destilada, 1 0

A.31.2. Procedi

aldo base
A.32.1.1. Ingredientes

a) Proteosa peptona o polipeptona, 3 g.

b) Cloruro de sodio (NaCl), 5 g.

c) Fosfato monopotasico (KH.PO,), 0,225 g.
d) Fosfato disédico (Na;HPO.), 5,64 g.

e) Agua destilada, 1 000 mL.

) Tomada de la Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2024 p 8-9.
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A.32.1.2. Procedimiento

a) Disolver todos los ingredientes menos el cianuro de potasio.
b) Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121 °C durante 15 min.
¢) Enfriary refrigerar a una temperatura entre 5 °C a 8 °C, hasta obtener un pH final 7,6 + 0,2.

A.32.2. Solucion de cianuro de potasio
A.32.2.1. Ingredientes

a) Cianuro de potasio (KCN), 0,5 g.
b) Agua destilada estéril fria, 200 mL.

A.32.2.2. Procedimiento

a) Mezclar el KCN, utilizando guantes, con el agua destilada estéril e
5°Ca8°C.

b) Dispensar 15 mL de la solucion de KCN fria a un litro de cald
No pipetear con la boca.
¢) Dispensar asépticamente, en porcionesde 1 mLal5mLent
d) Preparar los tapones de corchos hirviéndolos en parafipd por 5 mi
e) Colocar los corchos en el tubo de modo que la parafi tke en contacto con el caldo, sino que se
forme un sello entre el borde del tubo y el corcho.
f) Almacenar entre un rango de temperatura entre

na temperatura entre

ilizando una propipeta.

8,°C’por un maximo de dos (2) semanas.
A.33. Infusion cerebro corazon
A.33.1. Medio 1

A.33.1.1. Ingredientes

a) Infusion de cerebro de

¢) Proteosa peptong o
d) Cloruro de sodi
e) Dextrosa,
f) Fosfato di

a) lar los ingredientes en agua destilada, calentandolos suavemente.

b) Dispensar la solucion en tubos o botellas segln sea necesario.

c) Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121 °C durante 15 min y ajustar el valor pH final a
7,4+0,2.

A.33.2. Medio 2

A.33.2.1. Ingredientes

a) Infusidn cerebro corazén, 6 g.

) Tomada de la Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2024 p 8-9.
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b) Digestivo peptidico de tejido animal, 6 g.
¢) Cloruro de sodio (NaCl), 5 g.

d) Dextrosa, 3 g.

e) Digestivo peptidico de gelatina, 14,5 g.
f) Fosfato disddico (Na:HPO.), 2,5 g.

g) Agua destilada, 1 000 mL.

A.33.2.2. Procedimiento

a) Mezclar los ingredientes en agua destilada y calentar hasta que hierva durante 1 minuto.

b) Dispensar la solucion en tubos o botellas segin sea necesario.

c) Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121 °C durante 15 min y ajustar el val pl-Afinal a
7,4+0,2.

A.33.3. Caldo MRVP

A.33.4. Medio 1 Q

A.33.4.1. Ingredientes

A.33.4.2. Procedimiento

a) Agua peptonada tamponada (polvo), 7 g.

b) Glucosa, 5 g.

¢) Fosfato monopotasico (KH2PO,), 5 g.

d) Agua destilada, 1 000 mL. Q

a) Mezclar los ingredientes en agua
b) Dispensar la solucién en porci
c) Esterilizar en autoclave a unaffemperat
el pH final 26,9 £ 0,2.

de 121 °C durante un tiempo de 12 min a 15 min, y ajustar

A.33.5. Medio 2

A.33.5.1. Ingredi

)eptidi€o de caseina, 3,5 g.
peptidico de tejido animal, 3,5 g.

A.33.5.2. Procedimiento

a) Mezclar los ingredientes en agua destilada, calentandolos suavemente. Dispensar en porciones de
10 mL en tubos de 16 mm x 125 mm.

b) Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121 °C durante un tiempo de 12 min a 15 min, y ajustar
el valor de pH final a 6,9 = 0,2.

) Tomada de la Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2024 p 8-9.
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A.33.6. Medio 3

A.33.6.1. Ingredientes

a) Peptona, 5 g.

b) Glucosa, 5 g.

¢) Tampon fosfato, 5 g.

d) Agua destilada, 1 000 mL.

A.33.6.2. Procedimiento

a) Mezclar los ingredientes en agua destilada, calentdndolos suavemente.
b) Dispensar en porciones de 10 mL en tubos de 16 mm x 125 mm.

c) Esterilizar en autoclave a una temperatura de 121 °C durante 15 min, y aju | valor de pH final de
75+0,2.

A.34. Agar citrato de Simmons Q

A.34.1. Ingredientes

e) Sulfato de magnesio (MgSOs), 0,2 g.
f) Azul de bromotimol, 0,08 g.

g) Agar, 15¢.

h) Agua destilada, 1 000 mL.

A.34.2. Procedimiento

a) Citrato de sodio, 2 g.

b) Cloruro de sodio (NaCl), 5 g.

c) Fosfato dipotasico (K:HPO.), 1 g.

d) Dihidrdégeno fosfato de amonio (NH4H2PO4), I.Q

a) Disolver los compone
b) Dispensar la solucig

licando calor hasta que el agar se disuelva por completo.
con tapa de rosca, eligiendo entre medidas de 13 mm x 100 mm o
16 mm x 15 mm, llenangdolo alcanzar aproximadamente 1/3 de su capacidad.
c) Esterilizar en e a ura temperatura de 121 °C durante un tiempo 15 min.

d) Inclinar ligeramente ubos para formar una cufia de 4 cm a 5 cm, antes de que la solucion se
solidifique.
e) Asegusgse te,que £l pH final del medio de cultivo sea de 6,8 + 0,2.

ohidrato purpura de bromocresol

a) Tripticasa o peptona N° 3,10 g.

b) Cloruro de sodio (NaCl), 5 g.

c) Extracto de carne, 3 g.

d) Purpura de bromocresol, 0,02 g.

e) Agua destilada, 1 000 mL.

f) Carbohidrato (Disolver 5 g de dulcitol, 10 g de lactosa 0 10 g de sacarosa (segun se requiera) en el
caldo base).

) Tomada de la Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2024 p 8-9.
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A.35.2. Procedimiento

a) Disolver cada uno de los componentes en el agua, aplicando calor si es necesario.

b) Dispensar 2,5 mL en tubos de 13 mm x 100 mm que contengan tubos de fermentacion de 6 mm x
50 mm invertidos (tubos Durham).

c¢) Esterilizar en autoclave durante 10 min a una temperatura de 118 °C y ajustar el pH final del medio
de cultivoa 6,8 £ 0,2.

A.35.3. Procedimiento alternativo

a) Disolver los ingredientes, sin incluir el carbohidrato, en 800 mL de agua destilada aglicande’caler si
es necesario.

b) Dispensar 2,0 mL en tubos de 13 mm x 100 mm que contengan tubos de fer
50 mm invertidos (tubos Durham).

c) Esterilizar en autoclave durante 15 min a una temperatura de 118 °C y de @ iar por debajo de los
45 °C.

d) Disolver el carbohidrato en 200 mL de agua destilada y esterilizar p
e) Afadir 0,5 mL de la solucién de carbohidrato filtrada a cada t
esterilidad Agitar suavemente para mezclar y obtener el pH fin

=6 mm X

) Tomada de la Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2024 p 8-9.
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ANEXO B (Normativo)
Preparacion de reactivos @

B.1. Solucién de hidroxido de sodio 1 N o hidréxido de potasio 1 N
B.1.1. Ingredientes

a) Hidroxido de sodio/potasio, 40 g.
b) Agua destilada estéril, 1 L.

B.1.2. Procedimiento v
a) Disolver el hidréxido de sodio o el hidréxido de potasio en una porcion de ag ilada

b) Completar a 1 litro.
B.2. Solucion de acido clorhidrico 1 N
B.2.1. Ingredientes

a) Acido clorhidrico concentrado, 89 mL.
b) Agua destilada estéril, 1 L.

B.2.2. Procedimiento

Afiadir 89 mL de &cido clorhidrico concentrado a 9 e destilado estéril para un volumen final de
1 litro.

B.3. Solucion verde brillante al 1 9
B.3.1. Ingredientes

a) Verde brillante, (102
b) Agua destilada estérjl, L

B.3.2. Procedimi
a) Disolver ( g\de colorante en 10 mL de agua destilada estéril.

O0pnL aptes del uso.
a toxiCidad de los lotes de colorantes con microorganismos positivo y negativo.

verde brillante al 0,1 % volumen/volumen
B.4.1. Ingredientes

a) Verde brillante al 2 %, 5 mL.
b) Agua destilada estéril, 100 mL.

B.4.2. Procedimiento

a) Tomar 5 mL de solucién de verde brillante al 2 %.
b) Colocar en un bal6n aforado de 100 mL.

2 Tomada de la Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2023 pag. 7-9.
COVENIN 1291-1:2025 30



c) Completar hasta la linea de aforo con agua destilada.

d) Dispensar en tubos de 125 mm x 16 mm a razén de 5 mL por cada tubo.
e) Esterilizar a una temperatura de 121 °C durante un tiempo de 15 min.
B.5. Solucién de papaina 5 %

B.5.1. Ingredientes

a) Papaina, 5g.
b) Agua destilada estéril, 95 mL.

B.5.2. Procedimiento

a) Disolver la papaina en agua destilada estéril y agitar para disolver complet te.
b) Dispensar en porciones de 10 mL.

B.6. Solucién de celulasa 1 %

B.6.1. Ingredientes

a) Celulasa, 1 g.
b) Agua destilada estéril, 99 mL.
B.6.2. Procedimiento

a) Disolver 1 g de celulasa en 99 mL de agu@destilada gStéril.

b) Esterilizar por filtracion con membranafi de 0,45 nm de tamafio de poro.

c) Almacenar la solucién de celulas peratura entre 2 °C a 5 °C por un tiempo de dos (2)
semanas.

B.7. Solucién con 200 mg/ clorocon 0,1 % de dodecil sulfato de sodio
B.7.1. Ingredientes

a) Cloro comerci % de’hipoclorito de sodio), 8 mL.
b) Dodecil sulfatesgde sodior1 g.

¢) Agua dest mL.
B.7.2
a ver ¥ de dodecil sulfato de sodio en 992 mL de agua destilada.

b) Anadir 8 mL de cloro comercial y mezclar bien.
c) Preparar inmediatamente antes del uso.

B.8. Reactivos de Kovacs'
B.8.1. Ingredientes
a) p-dimetilaminobenzaldehido, 5 g.

b) Alcohol amilico, 75 mL.
c) Agua destilada estéril, 25 mL.

2 Tomada de la Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2023 pag. 7-9.
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B.8.2. Procedimiento

a) Disolver el p-dimetilaminobenzaldehido en alcohol amilico.
b) Afadir acido clorhidrico lentamente.

¢) Almacenar a una temperatura de 4 °C.

B.9. Solucion salina fisioldgica al 0,85 %

B.9.1. Ingredientes

a) Cloruro de sodio (NaCl), 8,5g.
b) Agua destilada, 1 L.

B.9.2. Procedimiento

a) Disolver 8,5 g de cloruro de sodio en 1 litro de agua destilada.
b) Esterilizar a 121 °C por un tiempo de 15 minutos.

¢) Enfriar a temperatura ambiente.

B.10. Solucidn salina fisiologica formalizada
B.10.1. Ingredientes
a) Cloruro de sodio (NaCl), 8,5g. Q

b) Solucidon de formaldehido de 36 % a 38 L.

¢) Aguadestilada, 1 L.

B.10.2. Procedimiento (%

a) Disolver 8,5 g de cloruro de'sodio en 1 [itro de agua destilada.

b) Esterilizar a una tempegétura °C durante un tiempo de 15 min.

¢) Enfriar a temperatur, iente, aniadir 6 mL de solucion de formaldehido.
d) No esterilizar después de cion del formaldehido.

B.11.2./Procedimiento

Afadir a 700 mL de etanol de 95 % y 250 mL de agua destilada para un volumen final de 950 mL.
B.12. Solucidn de purpura de bromocresol al 0,2 %

B.12.1. Ingredientes

a) Purpura de bromocresol, 0,2 g.

2 Tomada de la Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2023 pag. 7-9.
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b) Agua destilada estéril, 100 mL.

B.12.2. Procedimiento

Disolver 0,2 g de colorante en agua destilada estéril y diluir a 200 mL.
B.13. Reactivos para la prueba de Voges-Proskauer

B.13.1. Solucion 1

B.13.1.1. Ingredientes

a) Alfa-naftol, 5 g.
b) Alcohol absoluto, 100 mL.

B.13.1.2. Procedimiento

Disolver el alfa-naftol en alcohol y diluir a 100 mL. Q
B.13.2. Solucion 2

B.13.2.1. Ingredientes @

a) Hidroxido de potasio, 40 g.

b) Agua destilada, 100 mL.

a) Disolver 40 g de hidroxido de potasigen una: porcion de agua destilada estéril
b) Diluir a 100 mL. ( :

O

B.13.2.2. Procedimiento

2 Tomada de la Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2023 pag. 7-9.
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ANEXO C (Normativo)
Pre-enriquecimiento de la muestra segun el tipo de producto

TABLA C. Pre-enriquecimiento de la muestra segun el tipo de produ

(homogeneizados)

Caldo tripticasa de soya suplementado con sulfato ferroso.

Producto Medio de enriquecimiento paracion
rciones de 25 mL en una muestra
, contenida en una fiola de 6 L. Las muestras
mantener a temperatura ambiente de 20 °C
- 6 h £ 2 h. Afadir 3 375 mL de caldo tripticasa de
Huevos liquidos enteros

ferroso, mezclar bien utilizando un instrumento

4 jar reposar por 60 min £ 5 min a temperatura ambiente.

o\HCI.

Huevos enteros deshidratados,
yemas de huevo deshidratadas,
claras de huevo deshidratadas,
leche liquida (completa,
descremada, leche 2 % de grasa,
crema de leche), mezclas
preparadas en polvo (tortas,
galletas, panes, donas),
férmulas infantiles y alimentos
por sonda y oral que contengan
huevos

C(}Q
catd .‘d{%

s preferible no descongelar la muestra antes de su andlisis; en caso
de que fuera necesario descongelarla para obtener la porcién
analitica, descongelar por debajo de 45 °C durante maximo 15 min
con agitacién continua en un bafio termostatico; alternativamente,
descongelar a temperatura entre 2 °C a 5 °C durante un tiempo
menor a 18 h. Pesar asépticamente 25 g de muestra en un envase
estéril de boca ancha con tapa de rosca o algin contenedor
equivalente.

Si el producto se presenta en forma de polvo, afiadir 15 mL de caldo
lactosado, mezclar para hacer una suspensién y afadir
gradualmente 3 porciones adicionales de 10 mL, 10 mL y 190 mL
de caldo lactosado, mezclando muy bien entre cada adicion de
caldo; agitar con cucharilla, varilla de vidrio u otro instrumento
adecuado hasta obtener una mezcla sin grumos.

Si el producto se encuentra en forma diferente al polvo, afiadir
225 mL de caldo lactosado y agitar hasta homogenizar.

En cualquier forma que se presente el producto, una vez agregado
la totalidad del caldo, dejar reposar durante 60 min £ 5 min a
temperatura ambiente.

Mezclar bien por rotacion y medir el pH con una tira. Ajustar el pH
a6,8+0,2; si es necesario, utilizando solucion estéril 1 M de NaOH
0 HCI. Mezclar bien y aflojar la tapa antes de incubar.

COVENIN 1291-1:2025
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TABLA C. Pre-enriquecimiento de la muestra segun el tipo de producto

(Continuacion)

Producto

Medio de enriguecimiento

pafacion

Huevos enteros naturales

Caldo tripticasa de soya.

levos. No utilizar huevos cuya
a o astillada. Remover cualquier

ar secar al aire.
huevos asépticamente en un vaso de precipitado de
zclar las claras y las yemas utilizando las manos
enguantadas estériles, cambiando los guantes entre cada muestra
20 unidades. Afadir 2 L de caldo tripticasa de soya, mezclar
ien utilizando un instrumento estéril.

Huevos duros hervidos (pato,
pollo y otros)

Caldo tripticasa de soya.

Separar asépticamente la cascara de los huevos. Triturar los huevos
asépticamente, pesar 25 g y afiadir 225 mL de tripticasa de soya y
mezclar bien por rotacion.

Leche en polvo descremada
(instantanea y no instantanea).
Leche en polvo completa

erde brillante (afiadir
al 1 % por cada

Agua destilada con solucigfi d
2 mL de solucién de " brilla
1 000 mL de agua).

Pesar asépticamente 25 g de muestra y verter lentamente, con un
embudo estéril, sobre 225 mL de agua con verde brillante, ajustar
la tapa y dejar reposar durante 60 min £ 5 min a temperatura
ambiente. No mezclar ni ajustar pH. En el caso de la leche
descremada instantanea, se pueden preparar muestras compuestas
combinando hasta 15 unidades analiticas de 25 g c/u, sobre un
volumen proporcionalmente mayor de agua con verde brillante.

Caseina lactica

Caldod iquecimiento universal.

Pesar asépticamente 25 g de muestra y verter lentamente, con un
embudo estéril, sobre 225 mL de caldo de pre-enriquecimiento
universal. No mezclar ni ajustar pH. Se pueden preparar muestras
compuestas combinando hasta 15 unidades analiticas de 25 g c/u.

Cuajo de caseina, harina de
soya

Caseinato de sodio

Pesar asépticamente 25 g de muestra y verter con un embudo
estéril sobre 225 mL de caldo lactosado. No mezclar ni ajustar pH.
En el caso del cuajo de caseina, se pueden preparar muestras
compuestas combinando hasta 15 unidades analiticas de 25 g c/u.

Caldo lactosado.

Pesar asépticamente 25 g de muestra, afiadir 225 mL de caldo
lactosado y mezclar bien. Dejar reposar durante 60 min + 5 min a
temperatura ambiente. Se pueden preparar muestras compuestas
combinando hasta 15 unidades analiticas de 25 g c/u.

COVENIN 1291-1:2025
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TABLA C. Pre-enriquecimiento de la muestra segun el tipo de producto
(Continuacion)

L.

Producto

Medio de enriguecimiento

aracion

€l pH con una tira. Ajustar el
ilizando solucién estéril 1 M de
aflojar la tapa antes de incubar.

Productos que contienen huevos
(macarronis, espaguetis,
lumpias y fideos), champifiones,
crustaceos (langosta, langostino,
camaron, cangrejos, cangrejos
de rio) pescados y ostras

Caldo de pre-enriquecimiento universal.

g de muestra, agregar 225 mL de caldo de
8 universal y mezclar en homogeneizador
gtas durante 2 min. Transferir a un recipiente estéril
y tapar. Mezclar bien y aflojar la tapa antes de incubar.

ensaladas
huevos,

Quesos,  masas,
preparadas  (jamon,
pollo, atin o pavo)

Caldo lactosado.

Q

Pesa??sépticamente 25 g de muestra, agregar 225 mL de caldo
\lactosado y mezclar en homogeneizador mecanico de paletas
durante 2 min. Transferir a un recipiente estéril apropiado y tapar.
ezclar bien y dejar reposar durante 60 min £ 5 min a temperatura
ambiente.
Mezclar bien por rotacion y medir el pH con una tira. Ajustar el pH
a6,8+0,2, si es necesario, utilizando solucion estéril 1 M de NaOH
0 HCI. Mezclar bien y aflojar la tapa.

Frutos secos enteros, pulpa de
frutos secos, frutas y vegetales
frescos, congelados 0
deshidratados

Caldo de pre-enriquecimient8, uniyersal.

Pesar asépticamente 25 g de muestra y afiadir 225 mL de caldo de
pre-enriquecimiento universal. Mezclar bien por rotacion.

Mantequilla de frutos secos

Pesar asépticamente 25 g de muestra, afiadir 225 mL de caldo de
pre-enriquecimiento universal y mezclar en homogeneizador
mecanico de paletas durante 2 min. Transferir a un recipiente estéril
apropiado, tapar. Mezclar bien y aflojar la tapa.

Levaduras deshidratadas activas
e inactivas

Mezcla
coberturas

con  merengue

\
Caldo de pre-?@to universal.

Pesar asépticamente 25 g de muestra, afiadir 225 mL de caldo
tripticasa de soya y mezclar bien. Dejar reposar por un tiempo de 60
min + 5 min a temperatura ambiente.

Mezclar bien por rotacidn y medir el pH con una tira. Ajustar el pH
a6,8 +0,2; si es necesario, utilizando solucion estéril 1 M de NaOH
0 HCI. Mezclar bien y aflojar la tapa antes de incubar.

Caldo nutritivo.

Pesar asépticamente 25 g de muestra, afiadir 225 mL de caldo
nutritivo y mezclar bien. Dejar reposar durante 60 min + 5 min a
temperatura ambiente.

COVENIN 1291-1:2025
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TABLA C. Pre-enriquecimiento de la muestra segun el tipo de producto
(Continuacion)

(pimienta  negra,  pimienta
blanca, semillas u hojuelas de
célery, polvo de chile, comino,
pimenton, hojuelas de
perejil, romero, semillas de
sésamo, tomillo y hojuelas de
vegetales)

Caldo tripticasa de soya.

Producto Medio de enriquecimiento paracion
ir €l pH con una tira. Ajustar el pH
ndo solucién estéril 1 M de NaOH
r la tapa antes de incubar.
Especias y condimentos

Cebolla en polvo y hojuelas, ajo
en polvo y en hojuelas

Caldo tripticasa de soya adicionando tiosulfi
(K2S03) en una concentracion final de O,
K>SOz por
enriguecimiento).

)
0 0
cada 1 000 mL de _medio ‘de

Pgsar asépticamente 25 g de muestra, afadir 225 mL de caldo
ripticasa de soya con K,SOs y mezclar bien. Dejar reposar durante
60 min + 5 min a temperatura ambiente.

Mezclar bien por rotacion y medir el pH con una tira. Ajustar el pH
a6,8+0,2; si es necesario, utilizando solucidn estéril 1 M de NaOH
0 HCI. Mezclar bien y aflojar la tapa antes de incubar.

Pimienta de Jamaica, orégano,
canela (en presentacion
diferente al polvo; es decir, en
granos, hojas, ramas, piezas;
entre otros)

Caldo tripticasa Q%CJ

Pesar 25 g de muestra en una bolsa estéril con filtro o equivalente,
colocar en un contenedor mas grande o gradilla para soporte durante
la incubacion. Afadir 225 mL de caldo tripticasa de soya, mezclar
bien por masaje manual por 60 s. Inmediatamente transferir el
liquido a otra bolsa estéril Si la matriz absorbe liquido (como el caso
del orégano) se puede agregar 475 mL por cada 25 g de muestra.
Dejar reposar durante 60 min + 5 min a temperatura ambiente.
Mezclar bien por rotacion y medir el pH con una tira. Ajustar el pH
a6,8+0,2; si es necesario, utilizando solucidn estéril 1 M de NaOH
0 HCI. Mezclar bien y aflojar la tapa antes de incubar.

Pimienta de Jamaica, oréga
canela
(presentacion en polvo)

Ido tripticasa de soya.

Para disminuir los niveles téxicos de estas especias, examinar la
pimienta de Jamaica, orégano y canela en una dilucién de 1:100
muestra/diluente 'y los clavos, en una dilucion 1:1000
muestra/diluente.

Mezclar bien cada muestra y tomar 25 g de 15 sub-muestras para
una muestra compuesta de 375 g. Mezclar bien para homogenizar.
Para aquellas categorias que requieren 30 muestras, preparar dos
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TABLA C. Pre-enriquecimiento de la muestra segun el tipo de producto

(Continuacion)

Producto

Medio de enriguecimiento

sets de muestra co ~ que contenga 15 sub-muestras.
Para aquellas categoria ieren 60 muestras, preparar cuatro

ompuestafomar la unidad analitica, para ello pesar 37,5 g
71 ,5 mL de caldo tripticasa de soya (dilucién
ra ambiente.
del clavo, de la muestra compuesta tomar la unidad
, para ello pesar 3,75 g y afiadirlos a 3 746,25 mL de caldo
| tripticasa de soya (dilucién 1/1 000), mezclar bien. Dejar reposar
dirante 60 min £ 5 min a temperatura ambiente.

ezclar bien por rotacién y medir el pH con una tira. Ajustar el pH

a6,8+0,2; si es necesario, utilizando solucién estéril 1 M de NaOH
0 HCI. Mezclar bien y aflojar la tapa antes de incubar.

Chocolate, licor de cacao, cacao
en polvo, caramelos, caramelos
rellenos cubierta de caramelo y
cubiertas de chocolate

verde brillante.

Leche descremada en polvo@l 10%) con

ya

Pesar asépticamente 25 g de muestra y afiadir 225 mL de leche
descremada en polvo reconstituida al 10 %, sin el verde brillante y
dejar reposar 60 min = 5 min a temperatura ambiente.

Mezclar bien por rotacién y medir el pH con una tira. Ajustar el pH
a 6,8 £0,2; si es necesario, utilizando solucidn estéril 1 M de NaOH
0 HCI. Afiadir 0,45 mL de solucién acuosa de verde brillante al 1
%. Mezclar bien y aflojar la tapa antes de incubar.

Colorante con pH > 6
(suspensidn acuosa al 10 %)

Si el producto se presenta en forma de polvo, afiadir 15 mL de caldo
lactosado, mezclar para hacer una suspension, afiadir gradualmente
3 porciones adicionales de 10 mL, 10 mL y 190 mL de caldo
lactosado, mezclando muy bien entre cada adicion de caldo, agitar
con cucharilla, varilla de vidrio u otro instrumento adecuado hasta
obtener una mezcla sin grumos.

Si el producto se encuentra en forma diferente al polvo, afiadir
225 mL de caldo lactosado y agitar hasta homogenizar.

En cualquier forma que se presente el producto, una vez agregado
la totalidad del caldo, dejar reposar durante 60 min £ 5 min a
temperatura ambiente.

Mezclar bien por rotaciéon y medir el pH con una tira. Ajustar el pH
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TABLA C. Pre-enriquecimiento de la muestra segun el tipo de producto

(Continuacion)

Producto

Medio de enriquecimiento

a6,8+0,2, siesnecgsario,

Colorantes con pH < 6 o0
colorantes lacados

Caldo tetrationato con verde brillante.

0 HCI. Mezclar bien la’tapa antes de incubar.
Pesar aséptica 2 e muestra, afiadir 225 mL de caldo
tetrationato sin“Vigrdesbgitante, mezclar y dejar reposar por 60 min

bien pofro

Gelatina

Caldo lactosado con solucion acuosa de pa

| Pesar ‘asépticamente 25 g de muestra y afiadir 225 mL de caldo
laetosado con 5 mL de una solucién acuosa de papaina al 5 %,
ncubar a 35 °C. durante 60 min £ 5 min.

Mezclar bien por rotacion y medir el pH con una tira. Ajustar el pH
a 6,8 +0,2; si es necesario, utilizando solucion estéril 1 M de NaOH
0 HCI. Mezclar bien y aflojar la tapa antes de incubar.

Coco

Caldo lactosado ¢ rgitel anighico 7 o triton X-100.

Pesar asepticamente 25 g de muestra, afiadir 225 mL de caldo
lactosado, mezclar y dejar en reposo 60 min + 5 min a temperatura
ambiente.

Mezclar bien por rotacion y medir el pH con una tira. Ajustar el pH
a6,.8+0,2, si es necesario, utilizando solucion estéril 1 M de NaOH
o HCI.

Afiadir 2,25 mL de tergitol 7 ani6nico o alternativamente Tritén X-
100 (cualquiera esterilizado por vapor fluente por 15 min). Limitar
el uso de los surfactantes al minimo posible para iniciar la
formacion de espuma, para el Tritén X-100, esta cantidad puede ser
de 2 gotas 0 3 gotas. Mezclar bien y aflojar la tapa antes de incubar.

Goma guar

Ido Tactosado con solucién de celulasa al 1 %.

Colocar en un vaso de precipitado o recipiente equivalente 225 mL
de caldo lactosado y 2,25 mL de solucion de celulasa al 1 %. Agitar
vigorosamente con un agitador magnético. Sin dejar de agitar,
afladir rapidamente y asépticamente 25 g de la muestra con ayuda
de un embudo de vidrio. Dejar reposar durante 60 min £ 5 min a
temperatura ambiente, no ajustar pH.

Aflojar la tapa antes de incubar.
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TABLA C. Pre-enriquecimiento de la muestra segun el tipo de producto

(Continuacion)

Carne, sustitutos de la carne,
productos a base de carne,
sustancias animales, productos
glandulares y comidas (pescado,
carnes, huesos)

Caldo lactosado.

Producto Medio de enriquecimiento paracion
Pesar asépticament g \de stra, afiadir 225 mL de caldo
lactosado y mezclar geneizador mecanico de paletas

n recipiente apropiado y dejar reposar
temperatura ambiente. Si el producto es

| Triton’X-100 (cualquiera esterilizado por vapor fluente por 15 min).
itar el uso de los surfactantes al minimo posible para iniciar la
ormacion de espuma. Los surfactantes no son necesarios en
productos glandulares en polvo. Mezclar bien y aflojar la tapa antes
de incubar.

Ancas de rana

Caldo lactosado. < &

Colocar 15 pares de ancas de rana en una bolsa estéril y cubrir con
caldo lactosado en una proporcion 1:9 muestra/caldo (g/mL). Si se
estima que las ancas pesan en promedio 25 g o mas, analizar
Unicamente un anca de cada uno de los 15 pares. Colocar la bolsa
en un vaso de precipitado plastico grande u otro recipiente
adecuado. Mezclar bien y dejar reposar durante 60 min £ 5 min a
temperatura ambiente.

Mezclar bien por rotacion y medir el pH con una tira. Ajustar el pH
a6,8+0,2, si es necesario, utilizando solucion estéril 1 M de NaOH
o HCI.

Carcasas de conejo y pollo

do

RS

do.

Colocar la carcasa en una bolsa estéril y cubrir con caldo lactosado
en una proporcion 1:9 muestra/caldo (g/mL). Colocar la bolsa en un
vaso de precipitado pléstico grande u otro recipiente adecuado.
Mezclar bien por rotacién y dejar reposar durante 60 min £5 min a
temperatura ambiente

Mezclar bien por rotacién y medir el pH con una tira. Ajustar el pH
a6,8+0,2, si es necesario, utilizando solucion estéril 1 M de NaOH
o HCI.
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TABLA C. Pre-enriquecimiento de la muestra segun el tipo de producto

(Continuacion)

L.

Producto

Medio de enriguecimiento

aracion

Orejas de cochino y piezas para
perros masticables

Caldo lactosado con tergitol aniénico 7 o triton X-100.

A pequefias) en una bolsa estéril
n“una proporcién 1:9 muestra/caldo

drantey60%in + 5 min a temperatura ambiente.
bien poRyrotacion y medir el pH con una tira. Ajustar el pH
2051 €S

cesario, utilizando solucion estéril 1 M de NaOH

itol 7 anionico o alternativamente Triton X-100
iera esterilizado por vapor fluente por 15 min) en una
roporcion de hasta 1 %. Limitar el uso de los surfactantes al
mjnimo posible para iniciar la formacién de espuma. Por ejemplo,
ara 225 mL de caldo lactosado el maximo volumen a afiadir es de
2,25 mL de tergitol 7 anidnico.

Jugo de naranja (pasteurizado o
no pasteurizado), sidra de
manzana (pasteurizada o no
pasteurizada) y jugo de
manzana (pasteurizado)

Afadir asépticamente 25 mL de muestra a 225 mL de caldo de pre-
enriquecimiento universal en un frasco de boca ancha estéril o alguin
otro contenedor apropiado. Mezclar bien por rotacion. Ajustar bien
la tapa y dejar reposar durante 60 min + 5 min a temperatura
ambiente. No ajustar pH. Aflojar la tapa ligeramente antes de
incubar (tratar como un alimento de baja carga microbiana).

Alimentos  para  animales
(alimento seco para perros,
alimento seco para gatos,
alimento para caballos,
alimento para ganado, alimento
para cerdos, alimento para aves
de corral)

Caldo de preennquemmmnto{u&@

Agua peptonada ta adg

Pesar asépticamente 25 g de muestra en una bolsa estéril con filtro
o0 equivalente, colocar en un contenedor méas grande o gradilla para
soporte durante la incubacion. Afiadir 225 mL de agua peptonada
tamponada, mezclar bien por rotacion y masaje manual por 2 min.

Melén

re-enriquecimiento universal.

Es preferible no descongelar la muestra antes de su analisis; en caso
de que fuera necesario descongelarla para obtener la porcion
analitica, descongelar por debajo de 45 °C durante un tiempo
maximo de 15 minutos con agitacién continua en un bafio
termostatico; alternativamente, descongelar a temperatura de 2 °C
a5 °C durante un tiempo menor a 18 h.
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TABLA C. Pre-enriquecimiento de la muestra segun el tipo de producto

(Continuacion)

Producto

Medio de enriquecimiento

a&i()n

a, Ypesar asépticamente 25 g, afiadir
riquecimiento universal y mezclar
mezcla homogénea a un envase estéril
ro contenedor apropiado. Ajustar bien la
arante 60 min £ 5 min a temperatura ambiente.

permitgrque el melon flote. (el volumen de caldo puede ser hasta 1,5
rveces el peso del meldn). Colocar la bolsa pléastica con la muestra y
caldo en un vaso de precipitado de 5 L o algun otro contenedor
apropiado, a fin de dar soporte durante la incubacién. Permitir que
la solapa superior de la bolsa se doble, a fin de cerrar el envase de
manera segura, pero sin hermeticidad, durante la incubacion. Dejar
reposar durante 60 min £ 5 min a temperatura ambiente. No ajustar
pH. Incubar con la bolsa ligeramente abierta.

Mango

Agua

N
@Q

onada onada.

Es preferible no descongelar la muestra antes de su analisis; en caso
de que fuera necesario descongelarla para obtener la porcién
analitica, descongelar por debajo de 45 °C durante un tiempo menor
a 15 minutos con agitacion continua en un bafio termostatico;
alternativamente, descongelar a temperatura de 2 °C a 5 °C durante
un tiempo menor a 18 h.

Para fruta picada o triturada, pesar asépticamente 25 g de muestra,
afiadir 225 mL de agua peptonada tamponada y mezclar durante
2 min. Transferir la mezcla homogénea a un envase estéril de boca
ancha o algun otro contenedor apropiado. Ajustar bien la tapa y
dejar reposar durante 60 min £ 5 min a temperatura ambiente.
Mezclar bien por rotacion y aflojar la tapa antes de incubar.

Para mangos enteros, no enjuagar si se ve suciedad visible,
examinar tal como se reciba. Colocar el mango en una bolsa plastica
estéril, afadir suficiente agua peptonada tamponada para que
permita que el mango flote. (el volumen de caldo puede ser hasta
una vez el peso del mango).
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TABLA C. Pre-enriquecimiento de la muestra segun el tipo de producto

(Continuacion) %

Producto Medio de enriguecimiento pafacion

estra y el caldo en un vaso de
o’contenedor apropiado, a fin de dar
on. Permitir que la solapa superior de la
inalidad de cerrar el envase de manera

Mango Agua peptonada tamponada.

L de caldo de pre-enriquecimiento universal y mezclar
2 min. Transferir la mezcla homogénea a un envase estéril
. de boca ancha o algln otro contenedor apropiado. Ajustar bien la
tapay dejar reposar durante 60 min £ 5 min a temperatura ambiente.
0 ajustar pH. Mezclar bien por rotacion y aflojar la tapa antes de
incubar.

Para tomates enteros, no enjuagar si se ve suciedad visible,
. L . examinar tal como se reciba. Colocar el tomate en una bolsa plastica

Tomate Caldo de pre-enriquecimiento unive TR o . — .
estéril, afiadir suficiente caldo de pre-enriquecimiento universal
para que permita que el tomate flote (el volumen de caldo puede ser
hasta una vez el peso del tomate). Colocar la bolsa plastica con la
muestra y el caldo en un vaso de precipitado o algin otro
contenedor apropiado, a fin de dar soporte durante la incubacion.

Permitir que la solapa superior de la bolsa se doble, con la finalidad
de cerrar el envase de manera segura, pero sin hermeticidad, durante

Pesar asépticamente 25 g de muestra, afiadir 225 mL de caldo

la incubacion. Dejar reposar durante 60 min £ 5 min a temperatura
ambiente. No ajustar pH. Incubar con la bolsa ligeramente abierta.

lactosado y mezclar por rotacién. Cubrir la boca de la fiola con
Semillas de alfalfa o de friiol papel de aluminio estéril y dejar reposar durante 60 min + 5 min a
mungo ) dodle do. temperatura ambiente.

Medir el pH con una tira. Ajustar el pH a 6,8 + 0,2, si es necesario,
utilizando solucién estéril 1 M de NaOH o HCI. Tratar como un
alimento con alta carga microbiana.
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TABLA C. Pre-enriquecimiento de la muestra segun el tipo de producto

(Continuacion)

Ay,

Producto

Medio de enriquecimiento

paracion

Pulpa de mamey

Caldo de pre-enriquecimiento universal.

elada, debe descongelarla para
escongelar por debajo de 45 °C

te"25 g de muestra, afiadir 225 mL de caldo de
gnto universal, y mezclar por rotacion. Ajustar bien
a temperatura ambiente. No ajustar pH. Mezclar bien
tapa ligeramente antes de incubar (tratar como un
de baja carga microbiana).

| Cuando se sospeche contaminacion de la muestra con Salmonella
TJphy, proceder como se describié anteriormente, utilizando caldo

e pre-enriquecimiento universal sin citrato de amonio férrico.

Vegetales de hojas verdes,
hierbas y brotes (espinaca,
lechuga  iceberg, lechuga

romana, mezcla de primavera,
albahaca, cilantro, eneldo,
perejil rizado, culantro, perejil
italiano, berro, alfalfa, frijol
mungo, trébol, rabano y brotes

Caldo de preenrlquemmlent?@

Pesar asépticamente 25 g de muestra, afiadir 225 mL de caldo de
pre-enriquecimiento universal y dejar sumergir la muestra sin
ningun tipo de homogeneizacion.

categorias anteriores)

[FUENTE: Elaboracion

COVENIN 1291-1:2025

de brécoli) ya
Pesar asépticamente 25 g de muestra, afladir 225 mL de agua
Repollo Agua peptonada tamponada modificada. peptonada tamponada modificada y dejar sumergir la muestra sin
ningun tipo de homogeneizacion.
Pesar asépticamente 25 g de muestra, afladir 225 mL de agua
peptonada tamponada y mezclar bien. Dejar reposar durante 60 min
Otros (no incluidos en las + 5 min a temperatura ambiente.

Mezclar bien por rotacion y medir el pH con una tira. Ajustar el pH
a6,8£0,2; si es necesario, utilizando solucidn estéril 1 M de NaOH

0 HCI. Mezclar bien y aflojar la tapa antes de incubar.

IS

omité Técnico de Normalizacion SC3 Microbiologia de los alimentos adscrito al Comité Técnico de Normalizacion CT10

Productos Alimenticios a partir de Food and Drug Administration-BAM Chapter 5].
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ANEXO D (normativo)
Temperatura y tiempo de incubacion de los medios de enriquecimiento ©

D.1. Alimentos con alta carga microbiana
Incubar el caldo Rappaport Vasiliadis (RV) a una temperatura de (42 + 0,2) °C y el caldo tetrationato
(TT) a una temperatura de (43 + 0,2) °C por un periodo de tiempo de (24 = 2) h en bafio de agua
circulante, controlado termostaticamente.
D.2. Alimentos con baja carga microbiana
D.2.1. Incubar el caldo Rappaport Vasiliadis (RV) a una temperatura de (42 £ 0,2) °C p pesiodo de
tiempo de (24 £ 2) h en bafio de agua circulante, controlado termostaticamente.

ro

D.2.2. Incubar el caldo tetrationato (TT) a una temperatura de (35 £ 2) °C i de tiempo de

(24 £ 2) h, Q

3) Tomado del Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2023 pag. 20.
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ANEXO E (normativo)
Reacciones tipicas para Salmonella spp. en los medios diferenciales @

E.1. Agar bismuto sulfito (BS)

Colonias planas, marrones, grises o negras con o sin brillo metalico, al principio el medio que rodea la
colonia generalmente es marrén, cambiando a negro de acuerdo al tiempo de incubacién produciéndose
al efecto halo.

E.2. Agar xilosa lisina desoxicolato (XLD)

Colonias rosadas con o sin centro negro, algunas pueden presentar centro negro gran pueden ser
completamente negras.

E.3. Agar Hektoen entérico (HE)

Colonias azul verdosas o azules con o sin centro negro, algunas puedenip rtntro negro grande o
pueden ser completamente negras.
E.4. Agar Mac Conkey

ro.

Colonias transparentes e incoloras, algunas veces con ¢

E.5. Caracteristicas de las colonias atipicas en
E.5.1. Agar HE y XLD: colonias amarillas

E.5.2. Agar BS: colonias verdes con o

4) Tomado del Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2023 pag.21.
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ANEXO F (Normativo)
Reacciones tipicas para Salmonella spp. en las pruebas bioquimicas preliminares ©

F.1. Agar triple azucar hierro (TSI)

Los cultivos tipicos de Salmonella spp. producen reaccidn alcalina en el bisel, color rojo (no fermenta la
lactosa y/o sacarosa) y taco de color amarillo (reaccion &cida por fermentacion de la glucosa) con o sin
produccion de sulfuro de hidrégeno (H2S) que se manifiesta por ennegrecimiento total o parcial del agar.
Algunas cepas de Salmonella spp. pueden fermentar la lactosa y/o sacarosa y producir acidez (color
amarillo) tanto en el taco como en el bisel.

F.2. Agar lisina hierro (LIA)

Los cultivos tipicos de Salmonella spp. producen reaccion alcalina en
(descarboxilacion de la lisina). En este medio también puede observarse en
por la produccién de H,S. Color amarillo en el taco: reaccion negafi
fermentadoras de lactosa y/o sacarosa daran reacciones tipicas en el ag
no contiene estos azlcares. Hay cepas de Salmonella spp. que no deS¢a
muestran un taco amarillo y bisel parpura en el medio agar Jlisi
presentan reacciones tipicas de Salmonella spp. en TSI.

els=hisel "de Color purpura
@ miento total o parcial

cepas de Salmonella
iefro ya que este medio
la lisina y debido a esto
in embargo, estas cepas

F.3. Interpretacion de resultados negativos

Los cultivos que den un taco acido (amarillo) e n’bisel y taco &cido (amarillo) en TSI, se
descartan como no Salmonella spp. También se debé gcartar cepas que resulten en taco alcalino en
LIA y sin cambios en taco y bisel para TSI

% Tomado del Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2023 pég. 22.
COVENIN 1291-1:2025 47



ANEXO G (normativo)
Reacciones tipicas para Salmonella spp. en las pruebas bioquimicas confirmatorias ©

G.1. Produccion de ureasa

G.1l.1.Inocular una pequefia cantidad del crecimiento en agar TSI en el caldo urea. Dado que
ocasionalmente, tubos sin inocular de caldo urea pueden tornarse morado-rojizo (positivo) incluir un
tubo sin inocular como control. Incubar por un periodo de tiempo de (24 + 2) h a una temperatura de
35 °C.

indicador a color rojo-morado. El caldo urea incubado sin inocular debe conserv
medio. Salmonella spp. produce una reaccion negativa a esta prueba.

G.2. Caldo lisina descarboxilasa
G.2.1.Realizar la prueba si el ensayo en agar LIA no fue satisfa insayo en agar LIA fue
satisfactorio no se debe realizar esta prueba).

G.2.2.Utilizar caldo lisina descarboxilasa en caso resultdy dudosa la determinacién de

descarboxilacion de la lisina en agar LIA.

G.2.3.Inocular una pequefia cantidad del crecimier
fuertemente e incubar a 35 °C por (48 + 2) h. Obse

ayproduce la Salmonella spp., lo que se evidencia por
gativa se evidencia por un color amarillo en el medio.

s purpura ni amarillo, agregar unas gotas de purpura de

I en el caldo lisina descarboxilasa. Tapar
S 24 h y re-incubar en caso de ser necesario.

G.2.4.Verificar la reaccion alcalina (posit
un color parpura en el medio. La reacgion

G.2.5.0bservar si el medio se @gécolora,
bromocresol al 0,2 % y leer nuekamenta.

G.3. Caldo dulcitol roj caldo base purpura con 0,5 % dulcitol

G.3.1.Inocular un fia canhtidad del crecimiento en agar TSI, en el caldo dulcitol rojo de fenol o

ar las cepas de Salmonella spp. positivas a esta prueba, que se evidencia por la formacién
n de fermentacion interna 'y pH acido, color amarillo del medio.

G.3.3Nerificar la reaccion negativa, indicada por la ausencia de gas en el tubo de fermentacion interno
y el médio mantiene el color rojo, con rojo de fenol como indicador o purpura con parpura de
bromocresol como indicador.

G.4. Caldo Triptofano/Caldo malonato/Caldo KCN

G.4.1.Inocular el caldo con una pequefia cantidad del crecimiento en agar TSI, incubar a 35 °C por un
periodo de tiempo de (24 = 2) h.

® Tomado del Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2023 pag. 22 a 27.
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G.4.2. Transferir 5 mL del cultivo de 24 h a un tubo de ensayo estéril y afiadir (0,2 — 0,3) mL de reactivo
de Kovac's. Cuando no se observa cambio de color. Salmonella spp. da reaccién negativa a esta prueba.
Algunas cepas de Salmonella spp. pueden producir indol a partir de caldo triptofano.

G.4.3.Transferir con un asa de 3 mm, una asada del cultivo en caldo triptonado a caldo malonato. Incubar
a 35° C por (48 £ 2) h, pero observar el cultivo despues de las 24 h para ver si hay cambio de color del
indicador azul de bromotimol de verde a azul. La mayoria de Salmonella spp. no utilizan el malonato,
por lo tanto, no se observa cambio de color en el medio. Salmonella entérica subespecie arizonae es
positiva a esta prueba. Incluir un tubo sin inocular como control.

C alentar
ho'subierto
xaminar

G.4.4.Transferir con un asa de 3 mm, una asada del cultivo en caldo triptonado a cald
el borde del tubo para que se forme un buen sello cuando el tubo se tape con el tapdn de
con parafina. Incubar por un periodo de tiempo de (48 £ 2) h a una temperatura d
después de 24 h. Interpretar el crecimiento (indicado como turbidez) como pgsiti
las especies de Salmonella no crecen en este medio, indicado por la ausenci

§

® Tomado del Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2023 pag. 22 a 27.
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ANEXO H (Normativo)
Prueba seroldgica somatica polivalente de grupo o y ensayo seroldgico polivalente flagelar H ©

H.1. Prueba seroldgica somatica polivalente de grupo O

H.1.1. Realizar la prueba con cultivos patrones de Salmonella spp.

H.1.2. Sequir el siguiente procedimiento:

H.1.2.1. Demarcar con un lapiz graso, en una lamina porta objeto limpia, dos secciones de 1 cm.
Realizar en una seccion una suspensién mezclando una asada de un cultivo de 24 h a 48¢h en agér TSI o

agar base triptona sangre (sin sangre) con una gota de antisuero polivalente somatico eha otra
seccién con una gota de solucién salina.

H.1.2.2. Rotar la lamina durante un periodo de tiempo que oscile entre 30 s servar el resultado
sobre fondo oscuro, preferiblemente usando un espejo concavo, y ano tados de la siguiente
manera:

on

H.1.2.1.1. Positivo: cuando solo se produce aglutinacién en la cultivo — suero polivalente.
Cualquier grado de aglutinacion se considera positivo.

H.1.2.1.2. Negativo: cuando no se produce aglutinacio a de las dos suspensiones.
H.1.2.1.3. No especifica: cuando se produc®
autoaglutinables (ver 1.1.3.). Enviar la cepa a un labo

H.1.2.4. Sequir las instrucciones del fabyic

acion en ambas suspensiones (cepas
de referencia.

8 el uso del antisuero somatico polivalente O.
H.2. Tratamiento de las cepas a
Transferir una asada del cultjv

tripticasa soya. Incubar a
de referencia para una gon

partirjdel medio TSI o agar nutritivo a caldo cerebro corazdn o caldo
+ 2) h'y luego proceder de acuerdo con H.1. Enviar a un centro
definitiva.

H.3. Prueba sero omatica de grupo O

H.3.1.Evalua derdo con H.1. utilizando antisueros somaticos (O) individuales, incluyendo Vi, si
se encue ponible, en lugar de los antisueros somaticos polivalentes.

ales)¥omo positivos para ese grupo.

H.3.3.Registrar los cultivos que no reaccionen con los antisueros sométicos (O) como negativos para ese
grupo.

H.4. Ensayo serologico polivalente flagelar H

H.4.1.Inocular una pequefia cantidad del crecimiento en agar TSI que dio negativa la prueba de
produccion de ureasa.

H.4.2.Sequir el siguiente procedimiento:

® Tomado del Food and Drug Administration- BAM Chapter 5, 2023 pag. 22 a 27.
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H.4.2.1. Incubar a unatemperatura de 35 °C por un periodo de tiempo entre 4 h a 6 h en el caldo infusion
cerebro corazén (BHI) (para realizar el ensayo el mismo dia) o incubar a una temperatura de 35 °C por
un tiempo 24 h + 2 h en caldo triptosa-tripticasa soya (para realizar el ensayo el dia siguiente).

H.4.2.2. Afadir 2,5 mL de solucién salina fisiolégica formalizada a 5 mL de cualquiera de los dos
caldos anteriores.

H.4.2.3. Seleccionar dos cultivos formalizados y ensayar con antisuero polivalente flagelar H. Colocar
0,5 mL del antisuero polivalente flagelar H diluido de acuerdo a las instrucciones del fabricapte en tubos
de ensayo serolégicos de 10 mm x 75 mm o 13 mm x 100 mm. Afadir 0,5 mL del cultivo fo i

de antigeno formalizado. Incubar la prueba y el control a una temperatura entre
de agua, observar a intervalos de tiempo 15 min, leer el resultado final en 1 h
debe:

H.4.2.4.1. Reaccion positiva: aglutinacion en la muestra y no aglutinac
H.4.2.4.2. Reaccin negativa: no aglutinacion ni en la muestra i

H.4.2.4.3. Reaccion no especifica: aglutinacion en la muéstra y en\el control. Enviar a un centro de
referencia.

H.4.2.4.4. Continuar con las pruebas bioquimicasta
negativa pero el cultivo es ureasa negativo.

les’si la prueba del antigeno flagelar (H) es

H.5. Tratamiento de los cultivos que da @ hba flagelar H negativa

H.5.1. Si, las reacciones bioqui
Salmonella spp., pero presenta
resultado de organismos no mo

iCa los cultivos flagelares H negativo evidencian que es una
resulta gativo a la prueba flagelar H, esto indica que puede ser el
iles o que el antigeno flagelar no esta bien desarrollado.

H.5.2. En caso de prese
manera:

esultado negativo a la prueba flagelar H proceder de la siguiente

ubar a una temperatura de 35 °C por un periodo de tiempo de 24 h + 2 h. Si el organismo ha
40 0 mas, transferir con un asa de 3 mm el crecimiento que migré mas lejos con respecto
e siembra, a caldo BHI o caldo tripticasa soya y repetir la prueba flagelar H de acuerdo con

H.5.2.3. Revisar los cultivos pasadas las primeras 24 h + 2 h, si los cultivos no son moviles, incubar la
placa por 24 h adicionales a la misma temperatura, si ain no son moviles, incubar a una temperatura de
25 °C hasta 5 dias.
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ANEXO | (Normativo)
Pruebas bioquimicas adicionales ©

I.1. Caldo lactosa rojo de fenol o caldo lactosa purpura

1.1.1. Inocular el caldo seleccionado, con una pequefia cantidad del crecimiento desde el agar TSI
(ver 5.5.4.1.). Incubar a una temperatura de 35 °C durante un periodo de 24 h £ 2 h; si no se observa
reaccion, incubar durante 24 h adicionales.

1.1.2. Leer e interpretar resultados:

1.1.2.1. Reaccion positiva: acida, lo que se evidencia por desarrollo de color amarillo con'@ acion

de gas en el tubo de fermentacion interno (tubo Durham).

1.1.2.2. Reaccion negativa: alcalina, por lo que se mantiene color rojo o purpdra
de Salmonella spp. dan resultados negativos en esta prueba.

dio. La mayoria

1.1.3. Descartar como no Salmonella cultivos que den una reaccién
cultivos en los gque se obtenga cufia acida en TSI y reaccion
reaccion positiva en caldo malonato. Realizar ensayos adicio
Salmonella entérica subespecie arizonae.

3 actosa, excepto aquellos
as en LIA o cultivos que den
a determinar si se trata de

1.2. Caldo sacarosa rojo de fenol o caldo sacaros
1.2.1. Seguir el procedimiento determinado en I.1.
1.2.2. Leer e interpretar resultados:

1.2.2.1. Reaccion positiva: &cida, |
de gas en el tubo de fermentaci

1.2.2.2. Reaccién negativ purpura en el medio. La mayoria de las especies de Salmonella
spp. dan resultados negdtivag/en esta prueba.

ue'sg.evidencia por desarrollo de color amarillo con o sin formacién
interno 0 Durham).

1.2.3. Descartar Salmonella cultivos que den una reaccion positiva de sacarosa, excepto
aquellos cultiye 0s queg’se obtenga cufia acida en TSI y reacciones positivas en LIA.

immons

1.3.2. Leer e interpretar resultados:

1.3.2.1. Reaccion positiva: Presencia de crecimiento, casi siempre acompafiado por cambio de color de
verde a azul. La mayoria de Salmonella spp. son citrato positivo.

1.3.2.2. Reaccion negativa: Ausencia o poco crecimiento, no se observa cambio de color.
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1.4. Caldo MR-VP

1.4.1. Inocular el medio MR-VP, con una pequefia cantidad del crecimiento desde el agar TSI
(ver 5.5.4.1.). Incubar por un periodo de tiempo de 48 h + 2 h a una temperatura de 35 °C.

1.4.2. Realizar la prueba de VVoges-Proskauer (VP) a temperatura ambiente de la siguiente manera:
1.4.2.1. Transferir 1 mL del cultivo de 48 h a un tubo de ensayo e incubar el resto del medio MR-VP por
48 h adicionales a una temperatura de 35 °C. Afadir 0,6 mL de a-naftol y agitar bien. Afiadir 0,2 mL de
una solucion de KOH al 40 % y agitar. Para intensificar y acelerar la reaccidn, afiadir algun istales
de creatina. Esperar 4 horas.

1.4.2.2. Leer e interpretar los resultados:

1.4.2.2.2. Reaccidn negativa: indicado por la ausencia de desarrollo de ¢
de los cultivos de Salmonella son VP negativo.

1.4.3. Realizar la prueba rojo metilo:

1.4.3.1. Transferir 5 mL de caldo MR-VP incubado por Afadir entre 5 gotas a 6 gotas de indicador
de rojo de metilo a. Leer los resultados inmediatam

1.4.3.2. Interpretar los resultados:

1.4.3.2.1. Reaccion positiva: desarrollo de @ rojo difuso en el medio. La mayor parte de las
especies de Salmonella dan un resultado poSitivo.en esta prueba.

1.4.3.2.2. Reaccion negativa: degarrollo de'9n color amarillo.

1.4.3.2.3. Descartar como | , aquellos cultivos que den un resultado positivo en las pruebas
de KCN y VP y un resultad@giegativo de la prueba de rojo de metilo.
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ANEXO J (Normativo)
Reacciones tipicas de Salmonella spp.

TABLA J.1. Reacciones bioquimicas y seroldgicas de Salmonella spp.

Resultado Reacciones tipicas
ioguimi de Salmonella
Prueba bioguimica Positivo Negativo spp
Glucosa (TSI) Taco amarillo Taco rojo
Lisina descarboxilasa (L1A) Taco parpura Taco amarillo N

H.S (TSI'y LIA)

Ennegrecimiento

No ennegrecimiento

Ureasa

Caldo rojo parpura

Sin cambio de color

Caldo lisina descarboxilasa

Color parpura

Color amarillo

Caldo dulcitol rojo de fenol

Color amarillo y/o gas

No gas, no se ob
cambio de col

Malonato Color azul No se obserya cambio c

de color i
Indol Color rojo en la|Color aman la

superficie supéﬂ ]

Caldo KCN Crecimiento in crecimiento -
Ensayo polivalente flagelar (H) | Aglutinacion Nowaglutinacion +
Antisuero polivalente somatico | Aglutinacion aglutinacion +
©)
Caldo lactosa rojo de fenol Color amarillo y/@gas [INo gas, no se observa c

cambio de color i
Caldo sacarosa rojo de fenol Color m/o gas |No gas, no se observa

cambio de color i
Citrato de Simmons iento; color|No crecimiento, no Ve

Azul cambio de color

Voges-Proskauer Color rosado arojo | No se observa cambio

de color i
Rojo de metilo olor rojo difuso Color amarillo difuso +
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TABLA J.2. Reacciones bioquimicas y seroldgicas tipicas y no tipicas de Salmonella spp.

Reacciones Bioguimicas

Reacciones Seroldgicas

Interpretacién

Tipicas

+

Presencia de Salmonella spp.

Tipicas

Tipicas o no tipicas

Cepa autoaglutinable

Respuesta dudosa, enviar la cepa a
un centro especializado para su
identificacion

No tipicas -

Ausencia de Salmonella spp.

[FUENTE: Elaboracion propia del Subcomité Técnico de Normalizacion SC3 Microbiologia de lo

limentos

adscrito al Comité Técnico de Normalizacion CT10 Productos Alimenticios a partir de Food an
Administration-BAM Chapter 5].

TABLA J.3. Criterios para clasificar los cultivos como no-Salmo

Ensayo o sustrato

Res Yy

Ureasa

Positivo (color parpur

Indol
Prueba polivalente flagelar (H)

Positivo (color rojo enla superfi é)
Negativo (no aglutﬁ@&

Lisina descarboxilasa
Caldo KCN

Negativo (col )
Positivo (crecimiento

Caldo lactosa rojo de fenol

PositivaAColor amatito y/o gas) 2P

Caldo sacaraosa rojo de fenol

Caldo KCN
Voges Proskauer
Rojo de metilo

2 Cultivos positivos en caldo malonato. Determiha
® No descartar los cultivos positivos si se, cakrespo
adicionales para determinar si se trata de8al

onella entérica subespecie arizonae.
n con LIA tipico de Salmonella spp. realizar ensayos

las

[FUENTE: Elaboracion propia del
adscrito al Comité Técnico d

ité Técnico de Normalizacién SC3 Microbiologia de los Alimentos
ion CT10 Productos Alimenticios a partir de Food and Drug

Administration-BAM Chapter 5].
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