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GOST 31746-2012
Predmbulo

Los objetivos, principios generales y el orden principal para la celebracion de los trabajos
de estandarizacion interestatal estan establecidos por el GOST 1.0-92 “Sistema interestatal de
estandarizacion. Disposiciones principales” y el GOST 1.2-2009 “Sistema interestatal de
estandarizacion. Estandares interestatales, reglas y recomendaciones en cuanto a la
estandarizacion interestatal”. Reglas de elaboracion, aprobacion, aplicacion, actualizacion y
anulacion”.

Datos sobre el estandar

1. ELABORADO por el Ente Estatal Cientifico “Instituto de Investigaciones Cientificas de
Rusia de la Industria de los Productos en Conserva y Secado de Verduras” (GNU “VNIICOP”),
con base a traducciones auténticas al idioma ruso de los estdndares internacionales indicados en
el apartado 4.

2. PUESTO A ESTUDIO por la Agencia Federal de Reglamentacion Técnica y Metrologia.

3. ADOPTADO por el Consejo Interestatal de Estandarizacion, Metrologia y Certificacion
(Acta Ne 42 del 15 de noviembre de 2012).

A favor de la aprobacién votaron:

Nombre breve del pais, de Cadigo del pais, de Nombre abreviado del ente nacional
acuerdo a su cédigo acuerdo a la codificacion de estandarizacion
internacional (ISO 3166) 004 - | internacional (ISO 3166)
97 004 - 97

Belarus BY Gosstandart de la Republica de
Belarls

Kirguistan KG Kirguizstandart

Federacion de Rusia RU Rosstandart

Ucrania UA Gospotrebstandart de Ucrania

Kazajstan KZ Gosstandart de la RepuUblica de
Kazajstan

Tayikistan TJ Tayikistandart

4. El presente estdndar ha sido modificado para estar conforme con los siguientes
estandares internacionales:

- ISO 6888-1:1999 “Microbiologia de alimentos, forrajes y piensos para animales. Métodos
horizontales de recuento de los estafilococos coagulasa positivos (Staphylococcus aureus y otros
tipos). Parte 1. Método con la aplicacion del medio Baird-Parker Agar.

- 1SO 6888-2:1999 “Microbiologia de alimentos, forrajes y piensos para animales. Métodos
horizontales de recuento de los estafilococos coagulasa positivos (Staphylococcus aureus y otros
tipos). Parte 2. Método con la aplicacion del medio agar, de plasma de conejo y fibrindgeno
bovino.

- 1ISO 6888-3:2003 “Microbiologia de alimentos, forrajes y piensos para animales. Método
horizontal de recuento de los estafilococos coagulasa positivos (Staphylococcus aureus y otros
tipos). Parte 3. Deteccion y metodo del nimero mas probable (método para nimeros pequefios)
en la parte de los alimentos.




Asimismo, las disposiciones y requerimientos adicionales incluidos en el texto del estandar
con el fin de considerar las necesidades de la economia nacional y los estados arriba indicados,
asi como particularidades de la estandarizacion interestatal, fueron resaltados en el texto del
estandar con ayuda de letra italica.

El nombre del presente estandar fue modificado en comparacion con los nombres de los
estandares internacionales indicados, con el fin de ponerlos de conformidad con el GOST 1.5
(subseccion 3.6).

La comparacion entre la estructura del presente estandar con la estructura de los estandares
internacionales esté indicada en el anexo adicional DA.

Nivel de conformidad — modificado (MOD).

El estandar ha sido elaborado con la aplicacion del GOST P 52815-2007.
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5. Por orden de la Agencia Federal de Reglamentacion Técnica y Metrologia del 29 de
noviembre de 2012 Ne 1773-ct, el estandar interestatal GOST 31746-2012 entré en vigor en
calidad de estdndar nacional de la Federacion de Rusia a partir del 1 de julio de 2013.

6 ENTRO EN VIGOR POR PRIMERA VEZ

La informacion sobre la entrada en vigor (cese de vigencia) del presente estandar se
publica en un indicador informativo editado mensualmente “Estdndares nacionales”.

La informacion sobre las modificaciones al presente estdndar se publicara en el indicador
anualmente editado “Estandares nacionales”, y los textos de modificaciones y enmiendas en el
indicador de informacion editado de forma mensual “Estandares nacionales”. En caso de que el
presente estandar sea revisado o anulado, la informacién respectiva serd publicada en el
indicador mensualmente editado “Estandares nacionales”.

© Standartinform, 2013

En la Federacion de Rusia el presente estandar no podréa ser reproducido de forma completa

o parcial, editado y distribuido en calidad de una edicion oficial, sin la autorizacion de la
Agencia Federal de Reglamentacion Técnica y Metrologia.
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ESTANDAR INTERESTATAL

ALIMENTOS

Meétodos de deteccion y recuento del nimero
de estafilococos coagulasa positivos
y Staphylococcus aureus

Fecha de entrada en vigor: 01-07-2013

1 Campo de aplicacion

El presente estandar se aplica a los alimentos, a excepcion de la leche y productos lacteos,
y establece los métodos de deteccidn y recuento del nimero de estafilococos coagulasa positivos
y Staphylococcus aureus (S. aureus) con ayuda del cultivo: en un medio liquido selectivo (con
enriquecimiento previo) y sobre (en) medios agar selectivos y de diagndstico.

Se aceptara el uso de los medios cromogénicos para el recuento previo del nimero de
estafilococos coagulasa positivos y Staphylococcus aureus en grasas y aceites.

El método para determinar el nimero méas probable (NMP) de estafilococos coagulasa
positivos y S. aureus por medio del cultivo en medio selectivo esta destinado para los alimentos
que contienen en 1 g de producto solido menos de 150 o en 1 cm3 de producto liquido menos de
15 unidades formadoras de colonias (UFC) de los estafilococos coagulasa positivos y S.aureus.

El método de recuento del nimero de estafilococos coagulasa positivos y S. aureus por
medio del cultivo en medios agar selectivos y de diagnostico esta destinado para los alimentos
gue contienen en 1 g de producto solido méas de 1500 o en 1 cm? de producto liquido méas de 150
unidades formadoras de colonias (UFC) de los estafilococos coagulasa positivos y S. aureus.

El método para el recuento del nimero de estafilococos coagulasa positivos y S. aureus por
medio del cultivo en medio agar selectivo y de diagnostico esta destinado para los alimentos que
contienen en 1 g de producto sélido méas de 150 o en 1 cm3 de producto liquido méas de 15
unidades formadoras de colonias (UFC) de los estafilococos coagulasa positivos y S. aureus.

2 Referencia a las normas

En el presente estandar se hacen referencias normativas a los siguientes estandares:

GOST 450 — 77 “Cloruro de calcio técnico. Condiciones técnicas”.

GOST 5962 — 67 “Alcohol etilico rectificado. Condiciones técnicas”.

GOST 6672 - 75 “Vidrios cubreobjetos para las micropreparaciones. Condiciones
técnicas’.

GOST ISO 7218 — 2011 “Microbiologia de alimentos, forrajes y piensos para animales.
Requerimientos y recomendaciones generales para las investigaciones microbioldgicas .

GOST 9284 - 75 “Vidrios de objetos para las micropreparaciones. Condiciones técnicas”.

GOST 10444.1 — 84 “Conservas. Elaboracion de soluciones de agentes quimicos, pinturas,
indicadores y medios alimenticios que se aplican en el andlisis microbiologico”.

GOST 24104 — 2001 “Pesas de laboratorio. Requerimientos técnicos generales”.

GOST 24363 — 80 “Agentes quimicos. Hidroxido de potasio. Condiciones técnicas”.

GOST 26668 — 85 “Alimentos y productos gustativos. Métodos de muestreo para analisis
microbiologicos”.
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GOST 26669 — 85 “Alimentos y productos gustativos. Preparacion de las pruebas para los
analisis microbiologicos ™.

GOST 26670-91 “Alimentos. Métodos de cultivo de los microorganismos”.

GOST 30425-97 “Conservas. Método de determinacion de la esterilidad industrial .

Nota: Para usar el presente estandar, serd oportuno verificar la accién de los estandares a los que se hacen
referencias, de acuerdo al indicador “Estandares nacionales”, elaborado al 1 de enero del afio en curso, y de
conformidad con los indicadores informativos respectivos publicados el afio en curso. En caso de que el estandar de
referencia haya sido sustituido (modificado), al usar el presente estandar, sera necesario guiarse por el estandar de
sustituciéon (modificado). En caso de que el estandar de referencia sea anulado sin sustituirse, las disposiciones en
las que se hace referencia al mismo se aplicaran en la parte que no tenga que ver con dicha referencia.

3 Términos y definiciones

En el presente estdndar se aplican los siguientes términos junto con las definiciones
respectivas.

3.1 estafilococos coagulasa positivos: Se trata de microorganismos gram positivos,
microorganismos catalasa positivos, los cuales forman colonias tipicas y/o atipicas en un medio
nutricional selectivo de diagndstico y que emiten una reaccion positiva a la coagulasa o
especifica para la plasma de sangre de conejos en el agar con plasma de conejo y fibrindgeno,
realizandose el estudio con ayuda de los métodos indicados en el presente estandar.

3.2 Staphylococcus aureus (S. aureus): Se trata de estafilococos coagulasa positivos que
forman la acetoina y producen la fermentacion de la maltosa en condiciones aerobias, al
determinarse dichas pruebas bioquimicas, de acuerdo a los métodos indicados en el presente
estandar.

3.3 deteccion de los estafilococos coagulasa positivos y los S. aureus: Se trata de la
deteccidn de la presencia o ausencia de los estafilococos coagulasa positivos y los S. aureus en
un peso determinado o volumen de producto usando los métodos indicados en el presente
estandar.

3.4 recuento de los estafilococos coagulasa positivos y los S. aureus: Numero de los
estafilococos coagulasa positivos y los S. aureus que contiene 1 cm3 0 1 g de producto, el cual se
determina usando los métodos indicados en el presente estandar.

4 Métodos de deteccion y recuento del numero de estafilococos coagulasa positivos y
los S. aureus

4.1 Método de deteccidn y método del nimero més probable — recuento del nimero de
estafilococos coagulasa positivos y los S. aureus con previo enriquecimiento

Esencia de los métodos

El método de deteccion y método del niUmero mas probable que representa el recuento del
numero de los estafilococos coagulasa positivos y los S. aureus por medio del cultivo con
enriquecimiento previo, estan basados en la siembra de la muestra pesada del producto y (o)
cultivos de la muestra pesada del producto en un medio selectivo liquido, incubacion de los
cultivos, resiembra del liquido cultural sobre la superficie de un medio agarizado selectivo y de
diagnostico, confirmacion, de acuerdo a los indicios bioguimicos de la pertenencia de las
colonias separadas tipicas y (0) atipicas a los estafilococos coagulasa positivos y los S. aureus.

En el marco de la resiembra sobre un medio agarizado con plasma de conejo y fibrindgeno
bovino, las colonias tipicas que hayan crecido sin confirmarse sus indicios bioguimicos se
consideraran estafilococos coagulasa positivos.

4.1.1 Método de deteccion de los estafilococos coagulasa positivos y los S. aureus



4.1.1.1 Una determinada cantidad de producto liquido o una determinada cantidad de
suspension inicial, al usarse un producto de otra consistencia, se pone en un caldo liquido
selectivo de cultivo.

Antes del cultivo las condiciones anaerobias dentro del caldo se crearan por medio de su
hervor a una temperatura de (100+1)°C durante 15 minutos, la superposicion de capas de agar o
parafina en cada probeta después del cultivo, asi como con ayuda de un procedimiento
alternativo, la incubacion de las probetas dentro de un reservorio o incubadora en condiciones
anaerobias.

4.1.1.2 Las probetas con cultivos seran incubadas a una temperatura de 37°C durante 24-48
horas. La presencia supuesta de estafilococos coagulasa positivos en el caldo Giolitti-Cantoni se
determinard por la reduccion del telurito de potasio, y en el caldo de glucosa o de sal, por la
turbiedad del caldo.

4.1.1.3 La superficie de uno de los caldos selectivos y de diagndstico agarizados (agar
Baird-Parker, agar leche y sal, agar yema de huevo azidico, agar yema de huevo y sal azidico
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agar con plasma de conejo y fibrindgeno bovino), se inocula de las probetas supuestamente
positivas (ver. 4.1.1.4) después de transcurrir las 24 hs, y todas las probetas restantes después de
transcurrir las 48 hs.

4.1.1.4 Las tazas de Petri con los cultivos se dejaran incubar a una temperatura de 37°C
durante 24-48 hs.

La supuesta presencia de estafilococos coagulasa positivos se determinara por la reduccion
del telurito de potasio y la reaccion de huevo y yema (actividad de la lecitinasa).

En el agar con plasma de conejo y fibrindgeno bovino después de la incubacion, la
presencia de estafilococos coagulasa positivos se detectard por las colonias tipicas que
demuestren reaccion especifica (fibrindgeno bovino/ plasma de conejo).

4.1.1.5 La confirmacién de la pertenencia de las colonias tipicas y (0) atipicas a los
estafilococos coagulasa positivos se realizara por medio del estudio de la relacion entre los
microorganismos detectados y la tincion de Gram, asi como por medio de la deteccién de la
presencia en los mismos de catalasa y coagulasa.

La confirmacion de la pertenencia de los estafilococos coagulasa positivos y los S. aureus
se llevard a cabo a través de la deteccion de la formacion de la acetoina, deteccion de la
fermentacion en condiciones anaerobias de maltosa y, de ser necesario, deteccion de la nucleasa
termoestable y la actividad hemolitica.

4.1.1.6 Los resultados de la deteccion de los estafilococos coagulasa positivos y los S.
aureus se expresaran de la siguiente forma: “detectados” o “no detectados” en x cm?® 0 en x
gramos de producto.

4.1.2 El método del numero mas probable, recuento del niamero de estafilococos
coagulasa positivos y los S. aureus

4.1.2.1 Las muestras pesadas de producto y (0) serie de disoluciones del producto se
introducen en un caldo de cultivo selectivo. La incubacion de los cultivos y confirmacién de la
presencia dentro de los mismos de estafilococos coagulasa positivos y los S. aureus son
realizados, de acuerdo a los apartados 4.1.1.3-4.1.1.6.

4.1.2.2 El nimero mas probable de estafilococos coagulasa positivos y los S. aureus en 1
cmé 0 en 1 g de producto se determina para los cultivos confirmados, con el uso de un cuadro del
numero mas probable, de acuerdo al GOST 26670.



4.2 Métodos de recuento del numero de los estafilococos coagulasa positivos y los S.
aureus por medio del cultivo sobre (en) medios selectivos y de diagndstico agarizados

Esencia de los métodos

Los métodos para el recuento del numero de estafilococos coagulasa positivos y los S.
aureus por medio del cultivo (en) medios selectivos y de diagnostico agarizados estan basados en
la siembra de la muestra pesada del producto y/o cultivos de la muestra pesada del producto
sobre (en) un medio selectivo y de diagnostico agarizado, la incubacion de los cultivos, el
calculo de las colonias separadas tipicas y (0) atipicas, confirmacion segun los indicios
bioquimicos de la pertenencia de las colonias a los estafilococos coagulasa positivos y los S.
aureus.

4.2.1. Se realiza el cultivo de una cantidad determinada de producto liquido o cantidad
determinada de suspension inicial con el uso de producto de otra consistencia sobre (en) un
medio selectivo y de diagndstico agarizado en dos tazas Petri paralelas.

De forma similar, se realiza el cultivo de las diez disoluciones del producto investigado.

4.2.2 Los cultivos en las tazas Petri se dejan incubar a una temperatura de 37°C durante 24-
48 horas.

4.2.3 El numero de los estafilococos coagulasa positivos en 1 cm3 0 1 g de producto se
calcula por el nimero de las colonias tipicas y/o atipicas que hayan crecido en las tazas Petri,
cuya pertenencia a los estafilococos coagulasa positivos esté confirmada por medio de la
relacion entre los microorganismos detectados y la tincién de Gram, determinacion de presencia
en los mismos de catalasa y coagulasa.

En el marco del cultivo en (sobre) un medio agarizado con plasma de conejo y fibrindgeno
bovino, seran determinadas Unicamente las colonias tipicas y sin confirmarse, de acuerdo a los
indicios bioquimicos, éstas se consideraran estafilococos coagulasa positivos.

El nimero de S. aureus en 1 cm3 0 1 g de producto se calcula, partiendo del nimero de los
estafilococos coagulasa positivos, cuya pertenencia a los S. aureus se confirma por medio de la
formacion de la acetoina, determinacion de la fermentacion en condiciones anaerobias de
maltosa y, de ser necesario, la determinacion de la maltosa termoestable y la actividad
hemolitica.

5 Caldos de -cultivo, disoluciones de agentes quimicos, emulsiones y sangre
defibrinada

Las sustancias quimicas utilizadas para la preparacién de los caldos de cultivo, soluciones
de agentes quimicos y emulsiones, debera ser de calidad analitica.

3
GOST 31746 — 2012

5.2 Medio agarizado Baird-Parker
5.1.1 Base del medio
5.1.1.1 Ingredientes:
hidrolizado fermentativo de caseina 1009
extracto de levadura 109
extracto de carne 509
piruvato de sodio 10,0 ¢
L-glicina 12049

cloruro de litio 50



agar de12a22g";
agua 1000 cm3

5.1.1.2 Preparacion

Con el calentamiento se disuelven en el agua todos los componentes o la base deshidratada.
El pH se establece de forma para que después de la esterilizacion él alcance los (7,2+0,2) a una
temperatura de 25°C.

Los medios se vierten en matraces de 100 cm? o frascos de respectivo volumen.

El medio se deja esterilizar en un autoclave a una temperatura de (121+1) °C durante 15

minutos.

5.1.2 Solucion de telurito de potasio

5.1.2.1 Composicion:

telurito de potasio (K, TeO,) 10g;

agua 100 cm?

Nota: Es necesario revisar con anterioridad, si es que el telurito de potasio que esta a disposicion es apto para
dicha prueba.

5.1.2.2 Preparacion

El telurito de potasio se disuelve por completo en el agua con un calentamiento minimo.

La sustancia solida debera disolverse de forma facil. En caso de que en el agua esté
presente un sedimento blanco insoluble, dicho polvo no serd utilizado.

La solucion de telurito de potasio preparada sera esterilizada por medio de su filtracion a
través de un filtro de membranas con un tamafio de los poros de 0,22 mkm.

La solucion podra guardarse durante no mas de 1 mes a una temperatura de (3+2) °C.

En caso de que al almacenarse la solucion se forme un sedimento blanco insoluble, dicha
solucién no sera utilizada.

5.1.3 Emulsion de la yema de huevo (de una concentracién aproximada de un 20%).

Los huevos frescos de gallina con cascara dafiada se lavan con cepillo usandose detergentes
liquidos, se enjaguan con agua corriente, son desinfectados por medio de su sumersion por 30
segundos en alcohol etilico de un 70% (volumen/volumen) con un secado posterior al aire o,
después de que la solucién de alcohol chorree, los huevos se flambean en la llama de un soplete.
Cumpliéndose las reglas asépticas, la cascara del huevo se rompe y se separa la yema de la clara,
y la yema se traslada de una mitad de la céscara a la otra. La yema se pone en un matraz estéril y
se le aflade una cantidad cuadruple (por el volumen) de agua estéril. La mezcla obtenida se
revierte minuciosamente, se deja a bafio Maria a una temperatura de (47+1) °C durante 2 horas, y
después se deja por 18-24 hs a una temperatura de (3+2) °C para formarse el sedimento.

Para su uso retnen en condiciones asépticas en un matraz estéril el liquido que se forma
sobre el sedimento. La emulsion preparada puede guardarse a una temperatura de (3+2) °C
durante no mas de 72 hs.

Se permite el uso de una emulsién de fabricacién industrial lista para su uso. En dicho caso
la emulsion se aplicard, de acuerdo a la instruccion del fabricante.

Se permite preparar la emulsion de la yema, de acuerdo al GOST 10444.1.

5.1.4 Solucion de sulfametazina (sulfamezatina, sulfadimidina).

La solucion se utiliza exclusivamente en caso de que haya sospecha de presencia en el
producto investigado de bacterias del género Proteus o en caso de hacerse la prueba con
productos fuertemente inseminados, por ejemplo, hechos de carne cruda:

5.1.4.1 Composicion:

sulfametazina 0,249;

solucion de hidroxido de sodio, con 10 cm3;

(NaOH) = 0,1 mol/I

agua 90 cm3.



5.1.4.2 Preparacion

La sulfametazina se disuelve en una solucion de hidroxido de sodio. ElI volumen se
consigue aumentar con agua hasta los 100 cmé.

Se esteriliza por medio de su filtracion a través de un filtro de membranas con un tamarfio
de los poros de 0,22 mkm.

b Dependiendo de la capacidad gelificante del agar.
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Se permite guardar la solucion preparada durante no mas de 1 mes a una temperatura de
(3+2) °C.

5.1.2 Caldo de cultivo preparado

5.1.5.1 Composicion:

base del medio (ver 5.1.1) 100 cm3;
solucion de telurito de potasio (ver 5.1.2) 1,0 cmg;
emulsion de yema de huevo (ver 5.1.3) 5,0 cms;
solucion de sulfametazina (ver 5.1.4) (de 2,5 cms,

ser necesario)

5.1.5.2 Preparacion

Se derrite la base, después se deja enfriar hasta una temperatura de aproximadamente 47°C
a bafio Maria. En condiciones asépticas afiaden dos otras soluciones y, de ser necesario, la
solucién de sulfametazina (ver 5.1.4). Previamente cada solucion se calienta a bafio Maria a una
temperatura de 47°C, mezclandose minuciosamente el medio al afiadirse la solucion.

5.1.6 Preparacion de las tazas de Petri con medio agarizado Baird-Parker

Una cantidad respectiva del medio preparado se vierte (ver 5.1.5) en las tazas estériles de
Petri para obtenerse una capa de agar con un espesor de aproximadamente 4 mm, y se deja
solidificarse. Las tazas preparadas pueden almacenarse hasta que se usen durante 24 horas a una
temperatura de (3£2) °C.

Antes de usarse el medio en las tazas se seca en un armario de secado a una temperatura de
25 °C a 50 °C hasta que de la superficie del medio desaparezcan gotitas de humedad. Es
preferible secar el medio con las tapas fuera y con la superficie para abajo.

5.2 Caldo a base de extracto del corazén y cerebro

producto de la hidrolisis fermentativa de 10,0 g;
los tejidos animales

extracto deshidratado de cerebro de 1250¢;
ternero

extracto deshidratado de corazén de 500;
ternero

glucosa 2,09;
cloruro de sodio 500;
fosfato disddico, sin agua (Na2HPO4) 2,50;
agua 1000 cm3.

5.2.2 Preparacion

Con el calentamiento se disuelven en el agua todos los componentes o la base deshidratada.

El pH se establece de forma para que después de la esterilizacion él alcance los (7,4+0,2) a
una temperatura de 25°C.



El medio de cultivo se vierte en probetas de 5-10 cm3. El caldo se deja esterilizar a una
temperatura de (121+1) °C durante 15 minutos.

5.3 Plasma de sangre de conejo

5.3.1 La sangre de conejo recién obtenida en condiciones asépticas se mezcla
minuciosamente en una proporcion de 4:1 con una solucion estéril de citrato de sodio. La
mezcla obtenida se centrifuga durante 15 minutos a una rotacion de 3000 giros/minuto o se deja
reposar en frio a una temperatura de (3+2) °C. Después el plasma se extrae con ayuda de una
pipeta y lo disuelven en una proporcion de 1 cm3 de plasma en 4 cm?3 de solucion fisiologica. El
plasma disuelto se vierte en probetas estériles de 0,5 cmé.

En caso de que en calidad de anticoagulante del plasma se hayan utilizado citratos de
potasio o sodio, al plasma se le afiade una solucion de EDTA (acido etilendiamintetraacético)
hasta conseguirse una concentracion del EDTA en el plasma de un 0,1%.

No se afiade el EDTA a un plasma que contenga oxalato o heparina de EDTA.

Para preparar el agar con plasma de conejo o fibrindgeno bovino, al plasma se le afiade la
tripsina, a una proporcion de 30 mg de tripsina por 30 cm?3 de plasma. El plasma se prepara
directamente antes de su uso.

En caso de usarse un plasma preparado deshidratado, la restauracion y uso de dicho plasma
se realizan, de acuerdo al manual que se le anexa. El plasma se hace directamente antes de su
uso.

La calidad del plasma se prueba con ayuda de las cepas coagulasa positivas y coagulasa
negativas de los estafilococos.

5.3.2 Solucion del citrato de sodio

5.3.2.1 Composicion:

citrato de sodio 5,00;
agua 100 cms.
5
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5.3.2.2 Preparacion

El citrato de sodio se vierte en un matraz y se disuelve en agua. La solucion se hace llegar
hasta la marca, se vierte en matraces o probetas y se deja esterilizar a una temperatura de
(121+1) °C durante 20 minutos.

5.4 Medio agarizado con plasma de conejo y fibrinégeno bovino

Se debe considerar la experiencia de uso de los lotes preparados de los aditivos. Se
recomienda que cada lote de solucion de fibrindgeno bovino/plasma de conejo se someta a una
prueba por medio de un control positivo y negativo.

5.4.1 Base del medio

La base del medio se prepara, de acuerdo al apartado 5.1. Sin embargo, antes de la
esterilizacion el medio se vierte de a 90 cm? a matraces o frascos.

5.4.2 Solucion de fibrindgeno bovino

fibrindgeno bovino 5-7g";

agua estéril 100 cm3,

5.4.2.2 Preparacion

Cumpliéndose las reglas asépticas, el fibrindgeno bovino se disuelve en agua directamente
antes de usarse.

5.4.3 Plasma de conejo y solucién inhibidora de tripsina

5.4.3.1 Composicion:

plasma de conejo con EDTA para 30 cm3;



coagulasa (plasma de coagulasa con

EDTA)

inhibidor de tripsina

5.4.3.2 Preparacion

La solucion se prepara cumpliéndose las reglas asépticas, los componentes se disuelven en
el agua directamente antes de usarse.

En caso de usarse una solucion de fibrinbgeno bovino/plasma de conejo preparada, serd
necesario cumplir las instrucciones para preparar dicha solucion y el medio preparado. Habra
que prestar especial atencion a la temperatura de la base del medio. En caso de no observarse la
temperatura, el medio puede perder su estado activo.

5.4.4 Caldo preparado

5.4.4.1 Composicion:

30 mg.

base del medio (ver 5.4.1) 90 cms;
solucion de telurito de potasio (ver 5.1.2) 0,25 cm3;
solucién de fibrindgeno bovino (ver 7,5 cm3;
5.4.2)

plasma de conejo y solucién inhibidora 2,5 cmd,

de tripsina (ver 5.4.3)

5.4.4.2 Preparacion

Se derrite la base del medio, después se deja enfriar hasta una temperatura de (47£1) °C a
bafio Maria. En condiciones asépticas se afiaden tres soluciones que se calientan previamente
hasta una temperatura de (47+1) °C a bafio Maria. ElI medio se mezcla minuciosamente después
de cada adicion, de esta forma minimizando el efecto espuma.

El medio preparado se usa directamente despues de su preparacion, de esta forma, se evita
la precipitacion del plasma.

5.5 Caldo modificado Giolitti-Cantoni

5.5.1 Base del caldo

5.5.1.1 La composicién del caldo modificado Giolitti-Cantoni se indica en el cuadro 1.
Cuadro 1

Nombre del ingrediente Caldo de concentracién Caldo de
doble concentracion
normal
Hidrolizado fermentativo de caseina 20,0 ¢ 10,0 ¢
Extracto de carne 10,0 g 5090
Extracto de levadura 10,09 500
Cloruro de litio 10,0 g 5090
Mannit 40,09 20,0 g
Cloruro de sodio 10,0 g 500
Glicina 2,49 1,29
Piruvato de sodio 6,0 g 3,09
Monooleato de polioxietileno sorbitano (twin- 2,090 109
80)
Agua 1000 cm3 1000 cm?
b Dependiendo de la pureza del fibrinbgeno bovino.
6
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5.5.1.2 Preparacion

Con el calentamiento y removimiento se disuelven los ingredientes o la base deshidratada
en el agua. Lo obtenido se enfria hasta la temperatura del ambiente y el pH se establece de forma
para que después de la esterilizacion él alcance los (6,9£0,2) a una temperatura de 25°C.

El medio se vierte en cantidad respectiva en probetas de volumen respectivo — 16x160 mm
para caldo de concentracién normal y 20x200 mm — para caldo de concentracién doble.

El medio se deja esterilizar en un autoclave a una temperatura de (121+1) °C durante 15
minutos.

5.5.2 Medio preparado

Antes de utilizarse, la base del medio se caliente a bafio Maria a una temperatura de 100°
durante 15 minutos para extraerse el aire.

Después se deja enfriar hasta 44°C - 47°C, se afiade asépticamente la solucion de telurito
de potasio, de acuerdo al apartado 5.1.2, afiadiéndose 0,1 cm3 en probeta al medio de
concentracion normal y 0,2 cm? en una probeta de concentracion doble.

5.6 Agar hambriento

El agar hambriento se prepara, de acuerdo al GOST 10444.1.

Antes de usarse, se deja enfriar hasta los 44°C - 47°C. Después se vierte en probetas de
volumen respectivo.

5.7 Agar leche y sal

El agar de leche y sal se prepara, de acuerdo al GOST 10444.1.

5.8. Agar de carne-peptonico (caldo)

El agar de carne-peptdnico (caldo) se prepara, de acuerdo al GOST 10444.1.

5.9 Caldo de sal o azucar

5.9.1 Composicion:

caldo de carne-peptonico, de acuerdo al 100 cms;
GOST 10444.1

cloruro de sodio 6,0 g;
0 glucosa 1,0g.

5.9.2 Preparacion

En el caldo de carne-peptdnico se disuelven 6,0 g de cloruro de sodio o0 1,0 g de glucosa.
El pH se establece de forma para que después de la esterilizacion él alcance los (6,9+0,1) a una
temperatura de 25°C. El caldo se vierte en matraces o probetas y se deja esterilizar a una
temperatura de (121+1) °C durante 15 minutos.

5.10 HHP-agar (agar de cultivo seco para cultivar microorganismos con base al
hidrolizado de harina de pescado)

El caldo se prepara, de acuerdo a las instrucciones indicadas en la etiqueta.

5.11 Medio con ADN

5.11.1 Composicion:

trisaminometano 6,10;
acido desoxirribonucléico (ADN) 0,30;
cloruro de sodio 10,0 g;
solucion de cloruro de calcio 1,1 cms;
agar 15,0 g;
solucion azul de toluidina 9,2 cma.

5.11.2 Preparacion

En el agua se disuelve el trisaminometano y el pH de la solucion, de acuerdo al GOST
10444.1 se lleva hasta el nivel de (9,0£0,1).

A la solucion se le afiade el ADN, cloruro de sodio, solucion de cloruro de calcio. Y el
agar se calienta hasta que el agar se derrita por completo. Al medio enfriado hasta una
temperatura de 65°C-55°C se afiade la solucion de azul de toluidina “C”, se remueve
minuciosamente y se vierte en las placas de Petri esterilizadas.

Se permite conservar el caldo a una temperatura de (3+£2)°C durante no mas de 7 dias.



5.11.3. Solucion de cloruro de calcio

5.11.3.1 Composicion:

cloruro de calcio (CaCl, ) 01g;

agua 100 cms.

5.11.3.2 Preparacion:

El cloruro de calcio se vierte en un matraz de una capacidad de 100 cm?y se disuelve en el
agua. La solucién se aumenta con agua hasta alcanzar la marca.

-
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5.11.4 Solucion de azul de toluidina “C”
5.11.4.1 Composicién
azul de toluidina “C” 1,009;
agua 100 cm3.

5.11.4.2 Preparacion

El azul de toluidina “C” se traslada a un matraz de 100 cm? y se disuelve en agua. La
solucion se aumenta con agua hasta alcanzar la marca.

5.12 Solucion alcohdlica de a-naftol

La solucion alcohdlica de a-naftol se elabora, de acuerdo al GOST 10444.1.

5.13 Solucidn de perdxido de hidrogeno

La solucidn con 3% de perdxido de hidrdgeno se prepara, de acuerdo al GOST 10444.1.

5.14 Agar yema de huevo azidico

El agar de yema de huevo azidico se prepara, de acuerdo al GOST 10444.1.

5.15 Agar yema de huevo y sal

El agar yema de huevo con sal se prepara, de acuerdo al GOST 10444.1.

5.16 Agar sangre

5.16.1 Composicién

agar de carne-peptonico 100 cms;

sangre defibrinada 5-10 cmé,

5.16.2 Preparacion

Al agar de carne-peptdnico derretido y enfriado hasta los 45° C - 50° C se le afiade un 5%-
10% de sangre animal defibrinada (cordero, conejo, bovinos). El agar se mezcla
minuciosamente con la sangre evitando la formacion de espuma, y se vierte en las tazas.

5.16.3 Sangre defibrinada

La sangre de los animales se recoge en una vajilla estéril con collar de vidrio y se
defibrina sacudiéndose durante 10-15 minutos. A raiz del sacudido la fibrina que se encuentra
en la sangre se sedimenta, rodeando el collar, y la sangre defibrinada vertida en otro matraz
pierde su capacidad de coagularse.

5.17 Solucion fisioldgica

La solucidn fisiologica se prepara, de acuerdo al GOST 10444.1.

5.18 Caldo de Hiss con maltosa

Se elabora en forma seca y se prepara, de acuerdo a la instruccion puesta en la etiqueta.

5.19 Soluciones y agentes quimicos para la tincién de Gram

Las soluciones y agentes quimicos para la tincion de Gram son preparados, de acuerdo al
GOST 10444.1.

5.20 Solucion de hidroxido de potasio (KOH)

5.20.1 Composicion:

hidroxido de potasio (KOH) 40,0 g;



agua de hasta 100 cmg3,

5.20.2 Preparacion

El hidroxido de potasio se traslada a un matraz aforado de un volumen de 100 cm3 y se
disuelve en el agua. A la solucion se le afiade agua hasta la marca.

5.21 Solucion de Clark

5.21.1 Composicion:

peptona 5,00;
glucosa 5,00;
dihidrogenofosfato de calcio (K2HPO4) 5,00;
agua 1000 cm3.

5.21.2 Preparacion

Con el calentamiento se disuelven los ingredientes en el agua, después lo obtenido se
enfria hasta una temperatura de 45° C - 47° C y el pH se establece de forma para que después de
la esterilizacion él alcance los (7,2£0,1) a una temperatura de 25°C. El medio se vierte en
probetas y se somete a esterilizacion a una temperatura de (121+1) °C durante 15 minutos, o
con ayuda de un método fraccionado, vapor fluente durante 30 minutos tres dias seguidos.
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5.22 Se permite el uso de caldos de cultivo preparados y deshidratados, incluyendo los
cromogeénicos, registrados en el territorio del estado que haya adoptado el estandar.

6 Equipos, vajilla, material, agentes quimicos

Se permite utilizar la vajilla desechable en caso de estar conforme con los
requerimientos respectivos.

Los equipos de laboratorio y agentes quimicos habituales para las investigaciones
microbioldgicas, de acuerdo al GOST 10444, son los sefialados, con las siguientes adiciones:

- pesas de laboratorio de destinacién general con caracteristicas metroldgicas, de
acuerdo al GOST 24104, con el limite superior de pesaje de 200 g (para pesar los agentes
quimicos) con un limite de margen de error absoluto para un pesaje singular de no mas de +
0,01 mg;

- pesas de laboratorio de destinacién general con caracteristicas metroldgicas, de
acuerdo al GOST 24104, con el limite superior de pesaje de 1 kg (para pesar los productos) con
un limite de margen de error absoluto para un pesaje singular de no mas de + 20 mg;

- lupa con un aumento de 5*- 10 *;

- microscopio bioldgico que asegura la revision a luz penetrante, con un aumento de
90*-1000 *;

- bucle bacteriolégico con un didmetro de cerca de 3 mm;

- dispositivo de filtracién de membrana;

- vidrios de objetos, de acuerdo al GOST 9284;

- vidrios cubreobjeto, de acuerdo al GOST 6672;

- termostato con una banda de temperaturas de trabajo de 28° C - 50° C que permite
mantener la temperatura establecida, con un error de margen admisible de £ 1° C;

- fibrindgeno bovino;

- &cido desoxirribonucléico (ADN);

- sangre defibrinada;

- extracto de levadura en polvo;



- hidréxido de potasio, de acuerdo al GOST 24363;
- cloruro de calcio, de acuerdo al GOST 450;

- cepas coagulasa positivas y coagulasa negativas de los estafilococos;
- extracto de carne en polvo;

- hidrolizado pancreético de caseina;

- sulfametazina;

- extracto de cerebro de ternero en polvo;

- extracto de corazén de ternero en polvo;

- plasma de conejo en polvo;

- twin-80;

- azul de toluidina “C”;

- trisaminometano;

- hidrolizado fermentativo de caseina;

- hidrolizado fermentativo de tejidos animales;

- 4cido etilendiamintetraacético (EDTA).

7 Muestreo y preparacion de las pruebas

Muestreo y preparacion de las pruebas, de acuerdo al GOST 26668, GOST 26669.
Es importante que para la investigacion se reciba una muestra representativa del
producto sin deterioro y sin modificacion en el marco de su traslado o almacenamiento.

8 Realizacion de las pruebas

8.1. Método de deteccion de los estafilococos coagulasa positivos

8.1.1 Al detectarse los estafilococos coagulasa positivos en una muestra pesada
determinada del producto investigado o en su disolucidn equivalente con enriquecimiento previo,
dicha muestra pesada o su disolucion seran puestas en uno de los caldos de cultivo preparado, de
acuerdo a los apartados 5.5 0 5.9.
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Antes de utilizarse el caldo Giolitti-Cantoni se calentara hirviendo a una temperatura de
(100+1) °C durante 15 minutos para eliminar el aire. Después el caldo se enfriara hasta los 44° C
- 47° C y, cumpliéndose las reglas asépticas, se le afiadira la solucion de telurio de potasio.

En 10 cm3 de caldo Giolitti-Cantoni modificado de concentracién normal o caldos (ver
ap. 5.9) se colocara 1 cm? de producto liquido 0 1 cm?3 de suspension inicial (o sea, 0,1 g 0 0,1
cm? de producto), o en 10 cm?3 de caldo Giolitti-Cantoni de concentracién doble se colocaran 10
cm? de producto liquido o 10 cm3 de suspension inicial (o0 sea, 1 g 0 1 cm3 de producto). Para
cultivar grandes volimenes de muestra pesada del producto investigado, se preparara una
suspension inicial, para lo cual x cm® 0 x g de producto se afiadiran a 9 « x cm?3 de diluente.
Despueés serd afiadida toda la suspension inicial a os 9 « x « 10 cm?® de caldo Giolitti-Cantoni
modificado de concentracion normal (por ejemplo, 5 cm? 0 5 g se pondran en 45 cm? de diluente
y posteriormente toda esa suspension inicial se colocard en 450 cm3 de caldo Giolitti-Cantoni
modificado de concentracion normal). Se dejara el minimo de aire en la probeta o en el frasco.



Después del cultivo de la muestra pesada del producto y(o) sus disoluciones, la superficie
del caldo Giolitti-Cantoni se cubrird cuidadosamente por una capa de agar hambriento estéril o
una capa de parafina estéril, preparados, de acuerdo al GOST 10444.1, y enfriados hasta una
temperatura de 44° C - 47° C. La capa obtenida de agar o parafina se dejaran solidificarse y se
cierran herméticamente.

La relacion entre la cantidad del producto cultivado o su disolucion y el caldo de cultivo
de concentracion normal es de 1:10. Al usarse el caldo de concentracion doble, la relacion entre
la cantidad del producto cultivado y su disolucién y el caldo de cultivo es de 1:1.

En caso de que al confirmarse posteriormente la pertenencia de los estafilococos
coagulasa positivos y S. aureus no se detecte la presencia de nucleasa termoestable y actividad
hemolitica, se permitira realizar el cultivo en caldo Giolitti-Cantoni sin calentamiento previo al
cultivo y sin sobreponerse capas de agar hambriento o parafina después del cultivo.

El investigarse los productos altamente acidos, para prevenir una brusca reduccion del
pH (en 0,5 0 més) de los caldos de cultivo, el pH de los caldos de cultivo después de que se les
introduzca el producto o sus diluciones sera aumentado hasta lograrse valores admisibles con
ayuda de una solucion estéril de hidréxido de sodio preparada, de conformidad con el GOST
10444.1, o al prepararse los caldos de cultivo el pH se establecera por encima del valor
establecido, tomando en consideracion su posterior reduccion al introducirse el producto. La
cantidad de la solucién afiadida de hidroxido de sodio o el valor que se le necesite aumentar al
pH al prepararse los caldos de cultivo, se estableceran por medio de ensayos.

Se permitird establecer un valor neutro de pH con ayuda de una solucién estéril de
hidréxido de sodio dentro del propio producto con alta acidez.

En el marco del anélisis de los alimentos con alto contenido de cloruro de sodio (NaCl),
no se realizara el cultivo del producto investigado o su disolucion inicial en el caldo de sal. El
contenido de cloruro de sodio (NaCl) en los cultivos no debera superar un 6,5%-7%.

8.1.2 Los cultivos se dejaran incubar a una temperatura de (37+1) °C durante (24+2)
horas. En caso de que haya aparecido ennegrecimiento o un sedimento negro en el caldo Giolitti-
Cantoni o turbidez en el caldo sal o azlcar, se realizara la verificacién de la pertenencia de los
microorganismos que hayan crecido a los estafilococos coagulasa positivos. En caso de ausencia
de ennegrecimiento, sedimento negro o turbidez, los cultivos se dejaran incubar durante (24+2)
horas més.

8.1.3 Para obtenerse colonias aisladas, con ayuda de un bucle estéril se realizara la
resiembra de las culturas desde cada cultivo (ver 8.1.2) sobre la superficie de las tazas de Petri
contentivas de uno de los medios agarizados selectivos y de diagndstico: agar Baird-Parker, agar
Baird-Parker con plasma de conejo y fibrindgeno bovino, agar leche y sal, agar yema de huevo
azidico o agar yema de huevo y sal (ver seccion 5).

Se realizara, igualmente, una resiembra desde las probetas que no detecten indicios
visibles de crecimiento.

En caso de que sobre la superficie del caldo Giolitti-Cantoni hayan colocado capas de
agar hambriento o parafina, antes del cultivo, las mismas seran eliminadas cumpliéndose las
reglas asépticas y utilizandose para ello una espatula esteril. Con la espatula la capa de agar se
cortara en cuatro pedazos a lo largo vy, de ser requerido, la espatula sera introducida dentro de la
probeta para moverse alrededor del agar a fin de liberarlo del vidrio de la probeta. La probeta se
sacudira, lo cual suscitara la ruptura de la capa y su sedimentacion al fondo de la probeta para
asegurar una superficie lisa de suspension cultural.

Las tazas de Petri con las resiembras se dejaran incubar en el termostato a una
temperatura de (37+1) °C durante (24+2) horas o0 (48+2) horas.

8.1.4 Después de que las tazas de Petri se dejen incubar durante 24 horas, de acuerdo al
apartado 8.1.3, se visualizara la presencia en el fondo de las tazas de colonias tipicas y atipicas
para los estafilococos coagulasa positivos.



Después de una incubacion de 24 horas sobre el agar Baird-Parker los estafilococos
coagulasa positivos formaran colonias tipicas de color negro o gris, brillantes y protuberantes,
rodeadas de
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una zona transparente, con un didmetro de las colonias de alrededor de 1,0-1,5 mm a 1,5-2,5 mm
después de una incubacién de 48 horas. Después de una incubacion de 24 horas directamente
cerca de la colonia en la zona transparente podrd aparecer un anillo opalescente que esté
rodeando la colonia.

Sobre el agar Baird-Parker con plasma de conejo y fibrinégeno bovino los estafilococos
coagulasa positivos formaran colonias negras o grises, o colonias blancas pequefias lisas,
rodeadas de una zona de precipitacion que indicaria la actividad de la coagulasa.

Las bacterias del género Proteus pueden crecer y a principios de la incubacién podran
parecerse a los estafilococos coagulasa positivos, pero después de las 24 o 48 horas de
incubacion apareceran culturas rastreras de diferentes tonos de color marron, lo cual permitira
distinguirlas de los estafilococos.

En el agar leche y sal las colonias de estafilococos coagulasa positivos seran redondas,
ligeramente alzadas sobre la superficie del agar, con bordes parejos, de un didmetro de 2,0-2,5
mm, y estaran tefiidas de color amarillo, dorado, amarillo limon, crema, color paja o blanco.

En el agar yema de huevo azidico y el agar yema de huevo y sal las colonias de
estafilococos coagulasa positivos estaran rodeadas de una zona de actividad de la lecitinasa.

Ademas de las tipicas, los estafilococos coagulasa positivos podran crear colonias atipicas.

Las colonias atipicas pueden presentar una de las siguientes morfologias sobre el agar
Baird-Parker:

a) colonias brillantes de color negro, con un borde estrecho blanco o sin el mismo: no hay
zona transparente o es poco visible, y el anillo opalescente esté ausente o es dificilmente visible;

b) colonias grises sin zonas transparentes.

Todas las colonias que posiblemente estén presentes en las tazas de Petri y que no hayan
demostrado indicios tipicos o atipicos, perteneceran a la flora de fondo.

Los microorganismos que pertenecen a otros generos diferentes de los estafilococos
coagulasa positivos, podran formar colonias que por su aspecto exterior puedan parecerse a las
colonias de estafilococos coagulasa positivos. La investigacion con microscopio de las
preparaciones con tincion Gram y la deteccion de la presencia de la catalasa facilitaran la
distincion de los estafilococos de los otros géneros de microorganismos.

Después de una incubacion adicional de todas las tazas de Petri a una temperatura de 37 °C
durante (24+2) horas se detectara la aparicion de nuevas colonias tipicas o atipicas.

8.1.5 Para confirmar la pertenencia de las colonias tipicas y atipicas a los estafilococos
coagulasa positivos, se seleccionaran no menos de cinco colonias tipicas y/o atipicas.

Para confirmar la pertenencia de las colonias seleccionadas tipicas y/o atipicas a los
estafilococos coagulasa positivos, cada una de las colonias seleccionadas se resiembra por
separado en un medio liquido preparado, de acuerdo al apartado 5.2, y sobre la superficie de uno
de los medios de cultivo segados: agar de carne-peptonico preparado, de acuerdo al apartado 5.8,
0 medio preparado a base de HHP-agar, de acuerdo al apartado 5.10.

Los cultivos se dejaran incubar a una temperatura de (37+1) °C durante (24+3) horas.



8.2. Método del numero més probable — recuento del nimero de los estafilococos
coagulasa positivos

8.2.1 Cada muestra pesada del producto investigado y (0) su disolucion se cultiva tres
veces en probetas con uno de los medios preparados, de acuerdo a los apartados 5.5 0 5.9.

8.2.2 Al determinarse el numero de los estafilococos coagulasa positivos con el uso del
método del nimero mas probable, se cultivan no menos de tres muestras pesadas consecutivas
del producto investigado y (0) su disolucion, que se distinguen 10 veces por la cantidad del
producto dentro de las mismas.

En cada una de las tres probetas con caldo de doble concentracion se introducen 10 cm? de
la muestra de producto liquido o 10 cm3 de disolucion primaria (0 sea, 1 g de muestra) del
producto de otra consistencia.

En cada una de las tres probetas con caldo de concentracién normal se introduce 1 cm? de
la muestra de producto liquido o 1 cm?3 de disolucién primaria (o sea, 0,1 g de muestra) de otros
productos.

Para cada disolucion posterior (o sea, 10 *, 10 %, 10~* - para productos liquidos, o 10 2,
10°%, 10 “*para los productos de otra consistencia) el procedimiento se repite, segin lo arriba
indicado, utilizandose una pipeta estéril para cada disolucion.

Se prepara el namero de las disoluciones que permita obtener en la disolucién final tres
resultados negativos.

Se mezcla cuidadosamente el inoculado con el caldo sin permitir la entrada de aire.

La preparacion del caldo Giolitti-Cantoni para el cultivo y la creacion de las condiciones
anaerobias para el crecimiento de los microorganismos se hacen, de acuerdo al apartado 8.1.1.

8.2.3 La incubacién de las probetas con los cultivos, la resiembra de las culturas que hayan
crecido sobre los medios selectivos y de diagnostico, la seleccién de las colonias tipicas y
atipicas y su resiembra para confirmar la presencia de los estafilococos coagulasa positivos se
realizan, de acuerdo a los apartados 8.1.2-8.1.5.
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8.2. Método para el recuento del niumero de los estafilococos coagulasa positivos por
medio de su cultivo en caldo agarizado

8.3.1 De la muestra pesada del producto se prepara una disolucién inicial y una serie de
disoluciones décuplas, de acuerdo al GOST 26669, tales como para poder determinar en 1 g
(cm3) de producto el numero supuesto de estafilococos coagulasa positivos 0 su numero
permitido, indicado en el documento para el producto investigado.

Se traslada con ayuda de una pipeta estéril 0,1-0,2 cm3 de producto, en caso de que el
producto sea liquido, o 0,1-0,2 cm3 de suspension inicial en caso de que el producto tenga otra
consistencia, sobre la superficie de uno de los caldos indicados en el apartado 8.1.3.

El agar Baird-Parker con plasma de conejo y fibrindgeno bovino se utiliza para cultivar
productos altamente inseminados, por ejemplo, los elaborados de carne cruda.

Para cultivar el producto o cada disolucion del mismo se utilizardn dos tazas de Petri
paralelas con caldo. Los preparativos de las tazas de Petri con caldo de cultivo y el cultivo son
realizados, de acuerdo al GOST 26670 y el apartado 5.1.6.



En caso de ser requerido, se realiza nuevamente el procedimiento para la disolucion inicial,
si el producto es liquido, o para la disolucion décupla para otros productos, asi como para las
disoluciones décuplas posteriores.

Para el cultivo, en calidad de medio arbitral se utiliza el agar Baird-Parker.

8.3.2. En caso de que para ciertos productos se requiera determinar un ndmero bajo de
estafilococos coagulasa positivos, los limites de deteccion del método pueden ser aumentados 10
veces por cuenta del cultivo de 1 cm3 del producto, caso el producto sea liquido, o 1 cm? de
suspension inicial, caso de que se trate de otros productos. Se cultiva el producto por 1 cm? sobre
la superficie de los medios en una taza grande de Petri (de un didmetro de 140 mm), o sobre la
superficie del medio en tres tazas de Petri (de un diametro de 90 mm). En ambos casos se
cultivan muestras pesadas paralelas, utilizdndose para ello dos tazas grandes de Petri o seis
pequenas.

8.3.3. Con ayuda de una espatula estéril el material de cultivo se distribuye de forma rapida
y cuidadosa sobre toda la superficie del medio agarizado en las tazas de Petri, tratandose no tocar
las paredes de la taza. Aproximadamente durante 15 minutos se deja secar la superficie del caldo,
de acuerdo al GOST 26670.

8.3.4. Las tazas de Petri con los cultivos se vierten tapas para abajo y se dejan incubar en el
termostato a una temperatura de (37+1) °C durante 24-48 horas.

8.3.5. Después de la incubacion durante (24+2) horas las tazas de Petri con los cultivos se
revisan y en el lado opuesto de la taza se marca la posicion de las colonias tipicas y atipicas para
los estafilococos coagulasa positivos.

Caracteristicas de las colonias tipicas y atipicas, de acuerdo al apartado 8.1.4.

8.3.6. Todas las tazas de Petri con cultivos, de conformidad con el apartado 8.3.5, siguen
sometiéndose a incubacion a una temperatura de (37+1) °C durante (24+2) horas, después de lo
cual se sefiala la aparicion de nuevas colonias tipicas y atipicas.

Con el fin de realizarse el recuento, se toman las tazas de Petri, donde hayan crecido
maximo 300 colonias: 150 tipicas y/o atipicas para dos disoluciones posteriores. En los cultivos
en las tazas de Petri no deberd haber menos de 15 colonias. Se seleccionan a fin de confirmar en
cada taza de Petri cinco colonias tipicas, en caso de que estén presentes exclusivamente las
colonias tipicas, y cinco atipicas, en caso de que estén presentes los dos tipos de colonias. En
caso de que en las tazas de Petri cultivadas con producto liquido no diluido o la disolucién mas
pequefia de otros productos, existen menos de 15 colonas tipicas y (0) atipicas, se seleccionaran
todas las tazas de Petri paralelas, donde haya colonias tipicas y atipicas. Seran seleccionadas
colonias para confirmar las cantidades arriba indicadas.

8.3.7. Cada colonia seleccionada se resiembra de forma individual, de acuerdo al apartado
8.1.5. Los cultivos se dejan incubar a una temperatura de (37+1) °C durante (24+3) horas.

8.3.8. En caso de que 1 cm? de material de cultivo haya sido distribuido en tres tazas de
Petri, de acuerdo a lo previsto en el apartado 8.3.2, dichas tazas de Petri se consideraran una sola
en todas los célculos posteriores y procedimientos de verificacion.

8.4. Método para el recuento del niumero de los estafilococos coagulasa positivos por
medio de su cultivo en caldo agarizado

8.4.1 A cada una de las dos tazas de Petri se traslada con ayuda de una pipeta esteril 1 cm?3
de producto, en caso de que el producto sea liquido, 0 1 cm? de suspensién inicial en caso de que
el producto tenga otra consistencia.

En cada una de las dos demas tazas de Petri estériles se coloca 1 cm?3 de suspension inicial
del producto liquido investigado o la primera de las disoluciones décuplas, en caso de tratarse de
un producto de otra consistencia.

Dicho procedimiento se repite, igualmente, para posteriores disoluciones, utilizandose para
cada disolucion una nueva pipeta esteril.



El cultivo se llena por el caldo Baird-Parker con plasma de conejo y fibrindgeno bovino, o
uno de los medios agarizados que se indican en el apartado 8.1.1. La capa debera ser de mas o
menos 3-4 mm.
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El inoculado se mezcla con cuidado con el caldo y para solidificar lo obtenido se dejan las
tazas de Petri en estado tranquilo en una superficie horizontal fria.

8.4.2. Las tazas de Petri con cultivos después de la solidificacion del caldo se vuelcan y se
colocan dentro del termostato a una temperatura de (37+1) °C por un plazo de 18-24 hs. En caso
de requerirse, se continua el proceso de incubacién durante 18-24 horas mas.

8.4.3. Después de la incubacion se calculan las colonias tipicas y atipicas para los
estafilococos coagulasa positivos, de conformidad con el apartado 8.1.5.

Para confirmar la pertenencia de las colonias tipicas y (0) atipicas a los estafilococos
coagulasa positivos, las colonias son seleccionadas, de acuerdo al apartado 8.3.6.

8.4.4. Cada colonia seleccionada se resiembra por separado, de conformidad con lo
indicado en el apartado 8.1.5.

Los cultivos se dejan incubar a una temperatura de (37+1) °C por un plazo de (24+3) hs.

8.4.5 Se permite, asimismo, detectar los estafilococos coagulasa positivos por medio de su
cultivo en o sobre un medio agarizado, a condicion de que la muestra pesada del producto,
donde se tenga previsto detectar los microorganismos, pueda ser cultivada con el uso de dicho
método.

Al detectarse los estafilococos coagulasa positivos por medio del cultivo en o sobre un
medio agarizado, no se realizard el recuento del nimero de sus colonias.

9 Confirmacion de la pertenencia de los microorganismos detectados a los
estafilococos coagulasa positivos

Para confirmar la pertenencia a los estafilococos coagulasa positivos de los
microorganismos que hayan crecido y que hayan sido seleccionados, de acuerdo a los apartados
8.1.5, 8.2.3, 8.3.7 y 8.4.4., se les determina la relacion de la tincion de Gram, la capacidad de
coagular el plasma de la sangre del conejo y la capacidad de formar la catalasa.

9.1. Tincion de Gram

De las culturas preparan ensayos, los tifien por la tincion de Gram, de acuerdo al GOST
30425, y someten a estudio bajo el microscopio.

Los estafilococos coagulasa positivos se tifien positivamente por la tincion de Gram, son
de forma de una bola, con células de un diametro de 0,6-1,0 mkm, que en la mayoria de los
casos (no en todos) se ubican en forma de concentraciones que parecen racimos de uva.

9.2. Determinacion de la catalasa

La capacidad de los microorganismos que hayan crecido de formar la catalasa se
determina, de acuerdo al GOST 30425. Los estafilococos coagulasa positivos forman la
catalasa.



9.3. Determinacion de la capacidad de coagular el plasma de la sangre de conejo

9.3.1. La capacidad de coagular el plasma de la sangre de conejo se determina para los
microorganismos que se tifien positivamente y que forman la catalasa.

9.3.2 Sobre el agar Baird-Parker con plasma de conejo y fibrindgeno bovino se hace el
recuento de las colonias tipicas con una zona de precipitacion que indica una actividad de la
coagulasa, y dichas colonias sin posterior verificacion se consideraran estafilococos coagulasa
positivos.

9.3.3 Cumpliéndose las reglas asépticas, en las probetas de tamafio respectivo (por ejemplo,
de 10 x 75 mm) se aflade 0,1 cm?3 de cada cultura que haya crecido en el caldo (ver 5.2), de
acuerdo a los apartados 8.1.5, 8.2.3, 8.3.7 y 8.4.4, y 0,3 cm?3 de plasma de conejo (en caso de que
el fabricante del plasma de conejo no haya establecido otras cantidades) y se dejan incubar a una
temperatura de 37°C.

Al voltear la probeta, se investiga el plasma en relacion a la coagulacién después de un
periodo de 4-6 horas de incubacion, y en caso de que la prueba de resultado positivo, lo revisan
24 horas después de la incubacion o lo investigan después de un periodo de incubacion, cuya
duracion se establece por el fabricante del plasma de conejo.

El test de la coagulasa se considerara positivo en caso de que la cultura haya demostrado,
por lo menos, una evaluacion de la reaccién de la coagulasa de 3+, de acuerdo a lo indicado en el
dibujo 1. Las reacciones 1+ y la 2+ se evalian como intermedias.

Para controlar la calidad de cada lote de plasma, se afiade 0,1 cm?3 de caldo esterilizado a
base de extracto de corazdn y cerebro a la cantidad recomendada del plasma de conejo, lo cual se
deja incubar sin cultivo de la cultura de los microorganismos a una temperatura de 37 ° C.
Asimismo, en el plasma controlado no debe haber indicios de coagulacion.

9.3.4. Se permite afiadir al plasma de la sangre de conejo, preparado y vertido en las
probetas, un bucle de las culturas investigadas de los medios agarizados, dejando una probeta
con plasma disuelto en calidad de control de la probeta sin cultivo adentro.
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- 1+ 2+ 3+

&

- evaluacion negativa, no se detecta formacion de fibrina;

1+ evaluacion positiva, pequefias bolitas no formadas;

2+ evaluacion positiva, pequefia bolita formada;

3+ evaluacion positiva, grande bolita formada;

4+ el contenido completo de la probeta esta coagulado y no cambia su posicion al voltearse la
probeta.




Dibujo 1 — Resultados de la prueba de la coagulasa

La cultura introducida se revuelve minuciosamente y se coloca dentro del termostato a una
temperatura de (37+1) °C. En caso de que en 6 horas no haya tenido lugar la coagulacion del
plasma, las probetas se dejan a una temperatura de (30+1) °C por un plazo de 24 horas. En caso
de que dentro de 24 horas el plasma no haya coagulado, la cultura investigada del estafilococo se
reconoce como coagulasa negativa. La evaluacion del nivel de coagulacién del plasma se llevara
a cabo, de acuerdo al apartado 9.3.3.

9.3.5 Con el fin de acelerar la deteccidn de los estafilococos coagulasa positivos en vez de
culturas de veinticuatro horas que hayan crecido en medios agarizados, se admite el uso de una
cultura cultivada sobre el caldo de carne-peptonico o de corazon y cerebro y utilizarla para
detectar la reaccion de coagulacion del plasma 2 horas después de haberse manifestado indicios
evidentes del crecimiento de los microorganismos. Al detectarse la reaccion de coagulacion del
plasma al 0,5 cm? del plasma diluido se le afiaden dos gotas de cultura de caldo. El registro de
los resultados de la coagulacion del plasma en dicho caso se llevara a cabo en un tiempo de 30
minutos a 2-4 horas. La evaluacion del nivel de coagulacion del plasma se llevaréd a cabo, de
acuerdo al apartado 9.3.3.

9.4. Evaluacion de los resultados de confirmacion de la pertenencia de las colonias
peculiares a los estafilococos coagulasa positivos

En caso de que al investigarse las colonias tipicas y atipicas en las mismas se detectan
cocos gram positivos que formen la catalasa y capaces de coagular el plasma de sangre, se
considerara que los microorganismos son estafilococos coagulasa positivos.

9.5. Confirmacion de la pertenencia de los estafilococos coagulasa positivos detectados a
los S. aureus

La pertenencia de los estafilococos coagulasa positivos detectados a los S. aureus se
verificard determinandose su capacidad de formar la acetoina y fermentar la maltosa en
condiciones aerobias.

En el anexo A se muestra la diferenciacion de los tipos y subtipos coagulasa positivos de
los estafilococos siguiendo dos caracteristicas, la formacion de la acetoina y la fermentacion de
maltosa en condiciones aerobias.

9.5.1 Deteccidn de la formacion de la acetoina (reaccion VVoges-Proskauer)

La cultura se siembrara en probetas con caldo Clark. Los cultivos se dejaran incubar a
una temperatura de (37+1) °C durante 48 horas.

Después de incubar los cultivos, a 1 cm? de liquido con cultura seleccionado se afiadiran
0,6 cm’ de solucion de a-naftol, preparada, de acuerdo al apartado 5.1, y 0,2 cm? de solucién de
hidréxido de potasio preparada, de acuerdo al apartado 5.20.

Después de afiadir cada agente quimico, la probeta debera sacudirse. La aparicién de una
tincion rosada dentro de 15-60 minutos indicara una reaccion positiva.

El S. aureus forma la acetoina.
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9.5.2 Deteccion de la fermentacion de la maltosa en condiciones aerobias

La capacidad de fermentacion de la maltosa en condiciones aerobias se detectara con el
fin de diferenciar el S. aureus de los demas tipos coagulasa positivos, los S. Intermedius y S.
hyicus subsp hyicus.

Para detectar la fermentacion de la maltosa en condiciones aerobias, las culturas sujetas a
estudio se cultivaran con inyeccion de bucle en el caldo de Hiss contentivo de maltosa.

Los cultivos se dejarén incubar a una temperatura de (37+1) °C durante 48 horas.

Al fermentarse la maltosa en condiciones aerobias con formacion de &cido, el color del
caldo de Hiss cambiara .

El S. aureus fermentara la maltosa en condiciones aerobias.

9.6. Deteccion de la capacidad del S. aureus de formar nucleasa termoestable y deteccion
de la presencia en la misma de actividad hemolitica

La capacidad del S. aureus de formar la nucleasa termoestable y presencia en la misma de
actividad hemolitica se verificardn en caso de haber necesidad de detectar su potencial
enterotoxigenicidad, de acuerdo a los indicadores epidemiolégicos.

9.6.1 Deteccion de la nucleasa termoestable

Para detectar la nucleasa termoestable en el caldo, de acuerdo al apartado 5.11, vertido
en tasas estériles de Petri, se recortaran, con el cumplimiento de las reglas asépticas, pozos de
un didmetro de no mas de 4 mm, la distancia entre los cuales no debera ser inferior a 7-8 mm.
Las culturas que hayan crecido en caldo de carne-peptdnico, después de dejarlas incubar a una
temperatura de (37+1) °C durante 24 horas, se calentaran a bafio Maria hirviente durante 15
minutos, se dejaran enfriar hasta la temperatura del medio ambiente y seran introducidas en los
pozos preparados dentro del caldo con ayuda de la pipeta de Pasteur de a 1-2 gotas. Las tazas
de Petri con el cultivo se colocaran en el termostato a una temperatura de (37x1) °C, los
resultados se evaluaran dentro de 1, 2 y 5 horas. En caso de haber nucleasa termoestable,
aparecera una zona de color rosado chillon alrededor del pozo sobre el fondo azul del caldo.

9.6.2 Deteccidn de la actividad hemolitica

La cultura se siembrara sobre la superficie del agar sangre. Los cultivos se dejaran
incubar a una temperatura de (37+1) °C durante 24 horas. Después de la incubacion las tazas
de Petri se revisaran a la luz penetrante, distinguiéndose las zonas de hemalisis.

La presencia de la nucleasa termoestable y actividad hemolitica confirmaran las
peculiaridades enterotoxigénicas del S. aureus.

9.7. Evaluacién de los resultados de confirmacion de la pertenencia de los estafilococos
coagulasa positivos a los S. aureus

9.7.1 En caso de que los estafilococos coagulasa positivos formen acetoina y fermenten la
maltosa en condiciones aerobias, se considerara que los estafilococos coagulasa positivos
detectados son S. aureus.



9.7.2 Para los fines de la identificacion bioquimica se admitira el uso de los sistemas de
prueba (test) de fabricacion industrial, registrados en el territorio del estado que haya adoptado
el estandar.

10 Procesamiento de los resultados

10.1 Los resultados seran evaluados por separado para cada prueba.
10.2 Evaluacion de los resultados de los cultivos en los caldos liquidos

Al determinarse el nimero méas probable de los estafilococos coagulasa positivos o S.
aureus, o en caso de detectarse los mismos en una muestra pesada determinada del producto, los
cultivos se consideraran positivos (o0 sea, que los estafilococos coagulasa positivos o los S.
aureus estan detectados en la muestra pesada del producto investigado), en caso de que en el
marco de la resiembra posterior en caldos agarizados selectivos y de diagnéstico y confirmacién
de colonias tipicas y (0) atipicas que hayan crecido en los caldos, por lo menos, en una colonias
se detecten estafilococos coagulasa positivos o los S. aureus.

El nimero més probable de los estafilococos coagulasa positivos o los S. aureus en 1 g (1
cm?) de producto se determinara partiendo del nimero de los cultivos positivos, de acuerdo al
GOST 26670.

Los resultados de la deteccidn de los estafilococos coagulasa positivos o los S. aureus se
registran de forma siguiente:

detectados (no detectados) en x g (cm3) de producto;

X — peso o volumen de producto, donde se hayan detectado los estafilococos coagulasa
positivos o los S. aureus.
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10.3 Evaluacion de los resultados de los cultivos en o sobre caldos agarizados
selectivos y de diagndstico

El recuento del nimero de los estafilococos coagulasa positivos para cada taza de Petri a,

donde se haya calculado el nimero de las colonias crecidas, se realizara, de acuerdo a la
siguiente férmula:

1)

donde b, es el nimero de las colonias tipicas, en las cuales fue confirmada la presencia de
los estafilococos coagulasa positivos;

B, es el nimero de las colonias tipicas que hayan sido seleccionadas para fines de
confirmacion;



N, es el nimero total de las colonias tipicas calculado en la taza de Petri;

b, es el niUmero de las colonias atipicas, en las cuales fue confirmada la presencia de los
estafilococos coagulasa positivos;

B,, es el numero de las colonias atipicas que hayan sido seleccionadas para fines de
confirmacion;

N, es el numero total de las colonias atipicas calculado en la taza de Petri.

El resultado se redondea y se registra, de conformidad con el GOST 26670.

Al realizarse el cultivo en el agar Baird-Parker con plasma de conejo y fibrindgeno bovino,
no se llevara a cabo la conformacion de pertenencia a los estafilococos coagulasa positivos. En
dicho caso todas las colonias tipicas en la taza de Petri se consideraran estafilococos coagulasa
positivos.

La formula para calcular los estafilococos coagulasa positivos sirve, igualmente, para
calcular los S. aureus. No obstante, al calculo se afiaden los siguientes datos:

b, es el nimero de las colonias de los estafilococos coagulasa positivos, en las cuales fue
confirmada la presencia de los S. aureus;

B, es el numero de las colonias de los estafilococos seleccionadas para fines de
confirmacion;

N, es el nimero total de las colonias de los estafilococos coagulasa positivos calculado en
la taza de Petri;

b, es el nimero de las colonias atipicas de los estafilococos coagulasa positivos, en las
cuales fue confirmada la presencia de los S. aureus;

B, es el nimero de las colonias atipicas de los estafilococos coagulasa positivos que
hayan sido seleccionadas para fines de confirmacion;

N.; es el nimero total de las colonias atipicas de los estafilococos coagulasa positivos
calculado en la taza de Petri.

Los valores calculados a se utilizardn para calcular el nimero de los estafilococos

coagulasa positivos 0 S. aureus en 1 g o 1 cm?® de producto, de conformidad con la siguiente
formula:
)

donde Xa es la suma de colonias de los estafilococos coagulasa positivos o S. aureus en
todas las tazas;

V es el volumen del material de cultivo colocado en cada taza de Petri, cm3;

n es el nimero de tazas de Petri en el cultivo, seleccionado para el calculo;

d es el nivel de disolucién que corresponde a la disolucidon seleccionada para el célculo.

De conformidad con el GOST 26670, para el calculo se seleccionan las tazas, donde hayan
crecido no mas de 300 colonias. Asimismo, el niamero de colonias tipicas y (0) atipicas debera
encontrarse en el rango de 15-150 colonias. En caso de que en dos disoluciones continuas el
namero de las colonias tipicas y (0) atipicas se encuentre en el rango de 15-150, en dicho caso el
recuento del nimero de los estafilococos coagulasa positivos o S. aureus se realizara, de acuerdo
a la siguiente formula:

(©)
N = Za

Vin, + 04y



Donde Xa es la suma de colonias de los estafilococos coagulasa positivos o S. aureus en
todas las tazas;

V es el volumen del material de cultivo colocado en cada taza de Petri, cm3;

n, es el nimero de tazas de Petri con los cultivos de la primera disolucion;

n, es el numero de tazas de Petri con los cultivos de la segunda disolucion;

d es el nivel de disolucion que corresponde a la primera disolucion (la disolucion primaria
también se tomara en cuenta).

Los resultados de la determinacion del namero de los estafilococos coagulasa positivos o S.
aureus en 1 g (cm3) de producto son redondeados y se registrarén, de acuerdo al GOST 26670.
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10.4 Ejemplo

El recuento del nimero de colonias de los estafilococos coagulasa positivos o S. aureus en
el cultivo de 0,1 cm? de producto investigado dio los siguientes resultados:

- para la primera disolucion seleccionada (102): 140 colonias tipicas y 125 colonias tipicas,
sin colonias atipicas;

- para la segunda disolucién seleccionada (103): 16 colonias tipicas y 14 colonias tipicas,
sin colonias atipicas.

A objeto de reconfirmacién, fue seleccionado el siguiente nimero de colonias:

- de las 140 colonias fueron seleccionadas cinco colonias, y todas ellas fueron
reconfirmadas como estafilococos coagulasa positivos, a = 140;

- de las 125 colonias fueron seleccionadas cinco colonias, y todas ellas fueron
reconfirmadas como estafilococos coagulasa positivos, a = 75;

- de las 16 colonias fueron seleccionadas cinco colonias, y todas ellas fueron reconfirmadas
como estafilococos coagulasa positivos, a = 16;

- de las 15 colonias fueron seleccionadas cinco colonias, tres de ellas fueron reconfirmadas
como estafilococos coagulasa positivos, a = 9.

F i ;J&_ L T-n
N=_140 5+9 = 109091
01(2-01-2)-10°

El resultado después de redondear sera de 1,1 * 10°.
10.5 Evaluacion de las pequefias cantidades de colonias que se hayan acrecentado

10.5.1. En caso de que en cada taza de Petri correspondiente al cultivo de la muestra pesada
de la prueba investigada (productos liquidos) o suspension inicial (productos de otra
consistencia), hayan sido detectadas menos de 15 colonias de estafilococos coagulasa positivos o
S. aureus, el resultado seré calculado y expresado de forma siguiente:

a) al cultivarse productos liquidos; el numero de los estafilococos coagulasa positivos o S.
aureus en cm3 se calcula, de acuerdo a la siguiente formula:

(4)




donde Xa es la suma de colonias de los estafilococos coagulasa positivos o S. aureus en dos
tazas de Petri;

V es el volumen del material de cultivo que haya sido colocado en cada taza de Petri.

b) al cultivarse productos de otra consistencia, el nimero de los estafilococos coagulasa
positivos 0 S. aureus se calculara, de acuerdo a la siguiente formula:

(5)

ra

Ne = .
Zva

donde Xa es la suma de colonias de los estafilococos coagulasa positivos o S. aureus en dos
tazas de Petri;

V es el volumen del material de cultivo que haya sido colocado en cada taza de Petri:

d es el nivel de disolucién de la suspension inicial.

10.5.2. En caso de que en dos tazas de Petri al cultivarse 0,1 cm?® de muestra investigada del
producto liquido o suspensidn inicial de producto de otra consistencia no se detecten colonias de
estafilococos coagulasa positivos o S. aureus, el resultado sera expresado de forma siguiente:

- menos de 10 UFC de estafilococos coagulasa positivos o S. aureus en 1 cm3 de producto
liquido;

- menos de 10/d UFC de estafilococos coagulasa positivos o S. aureus en 1 g de producto
de otra consistencia (d es el nivel de disolucion de la suspension inicial).

En caso de cultivo de 1 cm?3 de muestra, el resultado sera expresado de forma siguiente:

- menos de 1 UFC de estafilococos coagulasa positivos o S. aureus en 1 cm? de producto
liquido;

- menos de 1/d UFC de estafilococos coagulasa positivos o S. aureus en 1 g de producto de
otra consistencia.

11 Acta de investigaciones

Los resultados seran evaluados para cada prueba de forma aparte.

El acta de investigacion deberd incluir lo siguiente:

- toda la informacién necesaria para identificar de forma completa el producto
investigado;

- método utilizado para la seleccion de pruebas;

- método utilizado de la investigacion, de conformidad con el presente estandar;

- todos los detalles de las operaciones no establecidas por el presente estandar;

- resultado(s) obtenido(s).
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Anexo A

(a titulo informativo)

Diferenciacién de los tipos y subtipos coagulasa positivos de los estafilococos, de acuerdo a
dos indicios, la formacion de la acetoina y la fermentacion de la maltosa en condiciones

aerobias
Cuadro A.1
Nombre de las S. aureus S.delphini S.hyicus | S.intermedius | S. schleifen
pruebas subsp. subsp. subsp.
anaerobius aureus coagulans
Formacién de - H - - +
la acetoina
Fermentacion H H - w -
de la maltosa
en condiciones
aerobias

Nota: “+” significa que un 90% o mas de cepas son positivas;

“-“ significa que un 90% o mas de

cepas son negativas, “w” significa que la reaccion es débil; “la ausencia de identificacion” significa

que la deteccién del indicador no se habia realizado.
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Comparacién de la estructura del presente estandar con la estructura de los estandares
internacionales que se hayan aplicado en el mismo

DA.1 La comparacion de la estructura del presente estandar con la estructura del 1ISO 6888-
1:1999 se indica en el cuadro DA.1.

Cuadro DA.1

Estructura del estandar internacional 1ISO Estructura del presente estandar

6888-1:1999

Seccion Apartados Incisos Seccion Apartados Incisos
1 Alcance de 1 - 1 Alcance de 1 -
divulgacion aplicacién
2 Referencias 2 - 2 Referencias a 2 -
a las normas las normas
3 Términos y 2 3.1,32 3 Términos y 2 3.1,3.2
definiciones definiciones
4 Esencia del 4 41-43 4 Métodos de 4.1,4.3 411-432




método deteccion y
determinacion
del nimero de
los estafilococos
coagulasa
positivos y
S.aureus
5 Caldos de 5 - 5 Caldos de 5 511-
cultivoy cultivo, 5.21.1
disolucion soluciones,
emulsiones,
agentes quimicos
y sangre
fibrinada
6 Equipos y 6 - 6 Equipos, 6 -
vajilla vajilla, material,
agentes quimicos
7 Muestreo 7 7 Muestreo y 7 -
8 Preparacion 8 preparacion de
de las las muestras
muestras
9 Prueba 9 9.1-95 8 Realizacion de 8.1-84 8.1.1-843
la prueba
10 Célculo y 10 10.1, 10.2 | 9 Confirmacion 9.1-97 9.11-97.1
expresion de de la pertenencia
los resultados de los
microorganismos
detectados a los
estafilococos
coagulasa
positivos
11 Precision 11 - 10 10.1-10.4 -
Procesamiento
de los resultados
12 Acta de la 12 - 12 Acta de la 11 -
investigacion investigacion
- - - Anexo A - -
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DA.2 La comparacion de la estructura del presente estandar con la estructura del 1SO 6888-
2:1999 se indica en el cuadro DA.2.

Cuadro DA.2




Estructura del estandar internacional 1SO

Estructura del presente estandar

6888-2:1999
Seccion Apartados Incisos Seccion Apartados Incisos
1 Alcance de 1 - 1 Alcance de 1 -
divulgacion aplicacion
2 Referencias 2 - 2 Referencias a 2 -
a las normas las normas
3 Términos y 2 3.1,3.2 3 Términos y 2 3.1,3.2
definiciones definiciones
4 Esencia del 4 41-43 4 Métodos de 4.1,4.3 41.1-432
método deteccion y
determinacion
del nimero de
los estafilococos
coagulasa
positivos y
S.aureus
5 Caldos de 5 - 5 Caldos de 5 51.1-
cultivoy cultivo, 5.21.1
disolucion soluciones,
emulsiones,
agentes quimicos
y sangre
fibrinada
6 Equipos y 6 - 6 Equipos, 6 -
vajilla vajilla, material,
agentes quimicos
7 Muestreo 7 - 7 Muestreo y 7 -
8 Preparacion 8 preparacion de
de las las muestras
muestras
9 Prueba 9 9.1-93 8 Realizacién de 8.1-84 8.1.1-843
la prueba
10 Célculoy 10 10.1,10.2 | 9 Confirmacion 9.1-97 9.11-9.7.2
expresion de de la pertenencia
los resultados de los
microorganismos
detectados a los
estafilococos
coagulasa
positivos
11 Precision 11 - 10 10.1-10.4 -
Procesamiento
de los resultados
12 Acta de la 12 - 12 Acta de la 11 -
investigacion investigacion
- - - Anexo A - -
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DA.3 La comparacion de la estructura del presente estandar con la estructura del 1ISO 6888-
2:1999 se indica en el cuadro DA.3.

Cuadro DA.3
Estructura del estandar internacional ISO Estructura del presente estandar
6888-3:2003
Seccion Apartados Incisos Seccion Apartados Incisos
1 Alcance de 1 - 1 Alcance de 1 -
divulgacion aplicacion
2 Referencias 2 - 2 Referencias a 2 -
a las normas las normas
3 Términos y 2 3.1,3.2 3 Términos y 2 3.1,3.2
definiciones definiciones
4 Esencia del 4 41-43 4 Métodos de 4.1,4.3 41.1-432
método deteccién y
determinacion
del nimero de
los estafilococos
coagulasa
positivos y
S.aureus
5 Caldos de 5 - 5 Caldos de 5 51.1-
cultivoy cultivo, 5.21.1
disolucién soluciones,
emulsiones,
agentes quimicos
y sangre
fibrinada
6 Equipos y 6 - 6 Equipos, 6 -
vajilla vajilla, material,
agentes quimicos
7 Muestreo 7 - 7 Muestreo y 7 -
8 Preparacion 8 preparacion de
de las las muestras
muestras
9 Prueba 9 9.1-9.3 8 Realizacién de 8.1-84 8.1.1-8.43
la prueba
10 Célculo y 10 10.1,10.2 | 9 Confirmacion 9.1-97 9.11-9.7.2
expresion de de la pertenencia
los resultados de los
microorganismos
detectados a los
estafilococos
coagulasa
positivos
11 Precision 11 - 10 10.1-104 -
Procesamiento
de los resultados




12 Acta de la 12 - 12 Acta de la 11 -

investigacion investigacion
- - - Anexo A - -
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Palabras clave: estafilococos coagulasa positivos y S. aureus, unidades formadoras de colonias
(UFC), colonias tipicas y atipicas, caldos de cultivo, incubacion de cultivos, reaccion Voges-
Proskauer, nucleasa termoestable, tincion de Gram, presencia de catalasa y coagulasa, nimero
mas probable (NMP).
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