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Prefacio

La Oficina Nacional de Normalizacion (NC), es el Organismo Nacional de Normalizacion
de la Republica de Cuba y representa al pais ante las organizaciones internacionales y
regionales de normalizacion.

La elaboracién de las Normas Cubanas y otros documentos normativos relacionados se
realiza generalmente a través de los Comités Técnicos de Normalizacion. Su aprobacion
es competencia de la Oficina Nacional de Normalizacion y se basa en las evidencias del
consenso.

Esta Norma Cubana:

« Ha sido elaborada, por el Comité Técnico de Normalizacion NC/CTN 61 de Microbiologia de los
Alimentos, integrado por representantes de las siguientes entidades:

- Ministerio de Salud Publica. Direccién Nacional de Salud Ambiental (DNSA)
- Instituto de Nutricion e Higiene de los Alimentos (INHA-MINSAP)

- Centro Nacional de Higiene de los Alimentos (IMVMINAGRI)

- Centro Nacional de Inspeccién de la Calidad (CNICAMINAL)

- Laboratorio de Cuba-Control S.A. (MINCEX)

- Oficina Nacional de Normalizacion (ONN)

- Instituto de Farmacia y Alimentos (UH-MES)

- Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA-MES)

- Centro de Investigaciones Pesqueras (CIP-MINAL)

- Laboratorio Central de Calidad (CID-CI. MINCIN)

- Escuela de Hoteleria y Turismo (MINTUR)

- Instituto de Investigaciones de la Industria Alimenticia (IIIA-MINAL)
- Centro Nacional de Biopreparados (BIOCEN-CITMA)

e Es una adopcion idéntica por el método de traducciébn de la Norma Internacional
ISO 7937:2004 Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method for the
enumeration of Clostridium perfringens — Colony-count technique.

e Sustituye a la NC 38-02-11: 1988 Sistema de Normas Sanitarias de Alimentos — Determinacién
cuantitativa de clostridium perfigens. Método de analisis microbiol4gico.

© NC, 2012
Todos los derechos reservados. A menos que se especifique, ninguna parte de esta
publicacién podra ser reproducida o utilizada en alguna forma o por medios
electronicos o mecanicos, incluyendo las fotocopias, fotografias y microfilmes, sin
el permiso escrito previo de:
Oficina Nacional de Normalizacion (NC)
Calle E No. 261, Vedado, Ciudad de La Habana, Habana 4, Cuba.

Impreso en Cuba.
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0 Introduccioén

0.1 Debido a la gran variedad de alimentos para alimentacion humana y animal, puede que este
método horizontal no resulte adecuado en todos los detalles, para algunos productos. En tal caso
se pueden utilizar otros métodos diferentes, especificos para estos productos si resulta
absolutamente necesario por razones técnicas justificadas. No obstante, se deberia intentar por
todos los medios aplicar este método horizontal en todo lo posible.

0.2 En la proxima revision de esta Norma Cubana, se tendrd en cuenta toda la informacién
disponible en ese momento sobre el grado de seguimiento de este método horizontal y las razones
para desviarse de este método en curso de productos concretos.

0.3 La armonizacidon de métodos de analisis no puede ser inmediata y, para ciertos grupos de
productos, puede haber normas internacionales o nacionales que no cumplen con este método
horizontal. Es de esperar que cuando dichas normas se revisen, se modifiquen para cumplir con
esta Norma Cubana para que llegue un momento donde sdlo existan desviaciones a este método,
necesarias por razones técnicas bien justificadas.
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MICROBIOLOGIA DE ALIMENTOS DE CONSUMO HUMANO Y ANIMAL—METODO

HORIZONTAL PARA LA ENUMERACION DE CLOSTRIDIUM PERFRINGENS— TECNICA DE

CONTEO DE COLONIAS

1 Objeto

Esta Norma Cubana describe un método horizontal para el recuento de Clostridium perfringens
viables. Es aplicable a:

Los productos para consumo humano o animal, y

Las muestras ambientales en el &rea de produccion y manipulacién de alimentos.

2 Referencias normativas

Las normas que a continuacion se indican son indispensables para la aplicacion de esta norma.
Para las referencias con fecha, solo se aplica la edicion citada. Para las referencias sin fecha se
aplica a la ultima edicion de la norma (incluyendo cualquier modificacion de esta)

ISO 6887-1- Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Preparacion de
las muestras de ensayo, suspension inicial y las diluciones decimales para examen
microbiolégico. Parte 1: Reglas generales para la preparacion de la suspensioén inicial y las
diluciones decimales.

ISO 6887-2- Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Preparacion de
las muestras de analisis, suspensién inicial y las diluciones decimales para examen
microbiolégico. Parte 2: Reglas especificas para la preparacién de carne y productos carnicos.

ISO 6887-3- Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Preparacion de
las muestras de analisis, suspensién inicial y las diluciones decimales para examen
microbiolégico. Parte 3: Reglas especificas para la preparacion de pescado y productos de la
pesca.

ISO 6887-4- Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Preparacion de
las muestras de analisis, suspensiéon inicial y las diluciones decimales para examen
microbiolégico. Parte 4: Reglas especificas para la preparacion de productos distintos a leche y
productos lacteos, carne y productos carnicos y pescado y productos de la pesca.

NC-ISO 7218 - Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Reglas
generales para los examenes microbiolégicos.

ISO 8261 - Leche y productos lacteos. Directrices generales para la preparacién de las
muestras de analisis, suspensiones iniciales y diluciones decimales para el examen
microbiolégico.

NC-ISO 11133-1- Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Guia para la
preparacion y produccién de medios de cultivo. Parte 1: Guias generales en el aseguramiento
de la calidad para la preparacion de medios de cultivo en el laboratorio.
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— NC-ISO 11133-2- Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Guia para la
preparacién y produccién de medios de cultivo. Parte 2: Guias practicas para las pruebas de
desempefio de los medios de cultivo.

3 Términos y definiciones
Para los propésitos de esta Norma Cubana se aplican los siguientes términos y definiciones

3.1 Clostridium perfringens

C. perfringens:

Bacterias que forman colonias caracteristicas (precipitado negro, causado por la reduccion del
sulfito a sulfuro, que colorea las colonias de negro) en el medio selectivo especificado y que dan
reacciones de confirmacion positivas cuando las pruebas se realizan por alguna de las dos
técnicas especificadas en esta norma.

3.2 Enumeracién de C. perfringens:

Determinacion del namero de bacterias Clostridium perfringens por mililitro o por gramo de
muestra cultivables y confirmadas cuando el analisis se realiza segun el método especificado en
esta norma.

4 Principio

4.1 Se inoculan las placas Petri con una cantidad determinada de la muestra para analisis si el
producto es liquido o empleando una cantidad determinada de una suspension inicial en el caso de
otros productos.

Se inoculan otras placas Petri, bajo las mismas condiciones, empleando diluciones decimales de la
muestra o de la suspensién inicial.

Se afiade un medio selectivo (por placa vertida) y después una capa de recubrimiento del mismo
medio.

4.2 Las placas se incuban en anaerobiosis a 37 °C durante 20 h + 2 h.
4.3 Se cuentan las colonias caracteristicas.

4.4 Se confirman las colonias caracteristicas y se calcula el nimero de C. perfringens por mililitro
0 por gramo de muestra.

5 Diluentes, medios de cultivo y reactivos

Véanse las Normas NC-ISO 7218, NC-ISO 11133-1 y NC-ISO 11133-2 para la preparacion,
produccién y evaluacion del desemperio de los medios de cultivo.

5.1 Diluente
Véase el apartado adecuado de la Norma ISO 6887 o de la ISO 8261.

5.2 Agar sulfito-cicloserina (SC)
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NOTA Este medio fue denominado originariamente como “TSC sin yema de huevo” (véase [1]).

5.2.1 Medio base

5.2.1.1 Composicién

Digerido enzimatico de proteina 15,09
Digerido enzimético de soja 50¢9

Extracto de levadura 50¢9

Disulfito disddico ( Na,S,0s) anhidro 10g

Citrato aménico de hierro (111)* 10g

Agar 9,0gai18,0g°
Agua 1000 ml

a
b

Este reactivo deberia contener al menos el 15 % (m/m) de hierro
Dependiendo de la capacidad de gelificacion del agar

5.2.1.2 Preparacién

Se disuelven los componentes en el agua mediante ebullicion. Se ajusta el pH de manera que
después de la esterilizacion sea de 7,6 + 0,2 a 25 °C. Se distribuye el medio base en erlenmeyers
o frascos de capacidad adecuada. Se esteriliza durante 15 min a 121 °C. Se almacena en
refrigeracién a 5 °C + 3 °C. El medio no utilizado se desechara dos semanas después de haber

sido preparado.

En ciertas ocasiones (véase el apartado 9.4.3.1) puede ser necesario preparar placas de medio
base de agar SC para la confirmacion con el medio nitrato-movilidad (5.5) y el medio lactosa-
gelatina (5.8). Para realizar esto, se reparten alicuotas de unos 15 ml de medio base [fundido y
enfriado hasta aproximadamente 44 °C a 47 °C empleando un bafio de agua (6.10)] en placas Petri
y se dejan solidificar. Las placas deben ser secadas inmediatamente antes de ser utilizadas (véase

la Norma NC-ISO 7218).
5.2.2 Solucién de D-cicloserina

5.2.2.1 Compaosicién

D-Cicloserina®
Agua

4049
100 ml

@ Se utilizara exclusivamente el polvo blanco cristalino

5.2.2.2 Preparacion

Disolver la D-cicloserina en el agua y esterilizar mediante filtracién.

Almacenar en neveraa 3°C + 2 °C.

La solucion no utilizada se desechara cuatro semanas después de haber sido preparada.
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5.2.3 Medio completo

Inmediatamente antes de ejecutar el método de siembra por placa vertida (véase el apartado 9.2),
adicione 1 ml de la solucién de D-cicloserina (5.2.2) por cada 100 ml de medio base (5.2.1) fundido
estéril y enfriado de 44 °C a 47 °C.

5.2.4 Estudio del desempefio para el aseguramiento de la calidad del medio SC

Para la definicion de selectividad y productividad se puede consultar NC-ISO 11133-1. Para
comprobar el desempefio se puede consultar la tabla B.1 [véase TS(C)] de la Norma NC-ISO
11133-2: 2011.

5.3 Medio tioglicolato liquido

5.3.1 Composicion

Digerido enzimatico de caseina 1509
L-Cisteina 0,59
D-Glucosa 559
Extracto de levadura 50¢9

Cloruro sédico 25¢9
Tioglicolato sédico (mercaptoacetato) 0,59

Agar 0,5ga20g®
Resazurina 0,001 g
Agua 1000 ml

¢ Dependiendo de la capacidad de gelificacion del agar.

5.3.2 Preparacién

Se disuelven los componentes en el agua mediante ebullicion. Se ajusta el pH de manera que
después de la esterilizacion sea de 7,1 + 0,2 a 25 °C.

Se reparten alicuotas de 10 ml en tubos y se esteriliza a 121 °C durante 15 min.
Antes de ser utilizado este medio debe desgasificarse.
5.3.3 Estudio del desempefio para el aseguramiento de la calidad del caldo tioglicolato.

Para la definicion de la selectividad y la productividad se puede consultar la Norma
NC-ISO 11133-1. Para estudiar el rendimiento se puede consultar la tabla B.4 de la Norma
NC-ISO 11133-2:2011.

5.4 Medio lactosa sulfito (LS) (opcional)

5.4.1 Medio base

5.4.1.1 Composicién
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Digerido enzimatico de caseina 50¢9
Extracto de levadura 259
Cloruro sédico 25¢9
Lactosa 10g
Hidrocloruro de L-cisteina 0,39
Agua 1 000 ml

5.4.1.2 Preparacion

Disolver los componentes en el agua mediante ebullicion (si fuera necesario). Ajustar el pH de
manera que después de la esterilizacion sea de 7,1 + 0,2 a 25 °C.

Repartir alicuotas de 8 ml en tubos con tubos Durham invertidos (6.7) y se esteriliza a 121 °C
durante 15 min.

El medio puede almacenarse a 3 °C + 2 °C por un tiempo de hasta 4 semanas.
5.4.2 Solucidn de disulfito disédico

5.4.2.1 Composicién

Disulfito disédico (Na,S,0s) anhidro 12g9
Agua 100 ml

5.4.2.2 Preparacion

Se disuelve el disulfito disédico en el agua y se esteriliza mediante filtracién.

La solucion debera utilizarse el mismo dia de su preparacion.
5.4.3 Solucion de citrato aménico de hierro (lll)

5.4.3.1 Composicién

Citrato amadnico de hierro (lll) 19
Agua 100 ml

5.4.3.2 Preparacién

Se disuelve el citrato aménico de hierro (Ill) en el agua y se esteriliza mediante filtracion.
La solucion deberd utilizarse el mismo dia de su preparacion

5.4.4 Medio completo

Si el medio base no va a utilizarse el mismo dia de su preparacién, inmediatamente antes de
completarse se desgasificara mediante calentamiento seguido de enfriamiento rapido. Si esta en
tubos con tapas de rosca, se aflojaran las tapas antes del calentamiento y se apretaran antes del
enfriamiento.
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A continuacién se afiaden 0,5 ml de la solucion de disulfito disodico (5.4.2) y 0,5 ml de citrato de
hierro (1) (5.4.3) por cada 8 ml de medio base (5.4.1).

Se emplea el medio completo en el dia de su preparacion.
5.5 Medio nitrato movilidad (opcional)

5.5.1 Composicion

Digerido enzimatico de caseina 50¢9
Extracto de carne 3,09
Galactosa 509

Glicerol 509

Nitrato potasico (KNO3) 10g
Hidrégeno ortofosfato disédico (Na,HPO,) 25¢9

Agar 1,0ga5,0¢®
Agua 1000 ml

& Dependiendo de la capacidad de gelificacion del agar.

5.5.2 Preparacion

Disolver los componentes en el agua mediante ebullicion. Ajuste el pH de manera que después de
la esterilizacion sea de 7,3 £ 0,2 a 25 °C.

Repartir en tubos de cultivo alicuotas de 10 ml y esterilizar a 121 °C durante 15 min. Si no va a
utilizarse en el mismo dia de su preparacion, guardar en nevera a 5 °C + 3 °C. Inmediatamente
antes de su uso, calentar en agua en ebullicibn o en corriente de vapor durante 15 min. y a
continuacién enfriar rapidamente hasta la temperatura de incubacion.

El medio no utilizado se desechara 4 semanas después de haber sido preparado.

5.6 Reactivo de deteccidn de nitritos (opcional)

5.6.1 Solucién de &cido 5-amino-2-naftalenosulfénico (5-2-ANSA)

Se disuelven 0,1 g de 5-2-ANSA en 100 ml de una solucién al 15% (V/V) de &cido acético. Se filtra
a través de papel de filtro.

Se almacena en frasco de color ambar bien cerrado (preferiblemente con gotero) a 5 °C = 3 °C.
5.6.2 Solucion de &cido sulfanilico

Se disuelven 0,4 g de acido sulfanilico en 100 ml de una solucion al 15% (V/V) de &cido acético.
Se filtra a través de papel de filtro.

Se almacena en frasco de color ambar bien cerrado (preferiblemente con gotero) a 5 °C + 3 °C.

10
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5.6.3 Preparacién del reactivo completo

Se mezclan volimenes iguales de las dos soluciones (5.6.1 y 5.6.2) inmediatamente antes de
utilizarse. El reactivo no utilizado se desechara inmediatamente.

5.7 Polvo de zinc (opcional)
5.8 Medio lactosa-gelatina (opcional)

5.8.1 Composicién

Digerido enzimatico de caseina 15,09
Extracto de lavadura 10,0 g
Lactosa 10,09
Gelatina 120,0¢g
Rojo fenol 0,05¢
Agua 1000 ml

5.8.2 Preparacién

Se disuelven los componentes, exceptuando la lactosa y el rojo fenol en el agua. Se ajusta el pH
de manera que después de la esterilizacién sea de 7,5+ 0,2 a 25 °C

Se afiade la lactosa y el rojo fenol, se reparten en tubos de ensayo alicuotas de 10 ml y se
esteriliza a 121 °C durante 15 min. Si no va a utilizarse en el mismo dia de su preparacion, se
guardara en nevera a 5°C + 3 °C.

Inmediatamente antes de su uso, se calienta en agua en ebullicién o en corriente de vapor durante
15 min y a continuacion se enfria rapidamente hasta la temperatura de incubacion.

El medio no utilizado se desechard tres semanas después de haber sido preparado.
6 Aparatos y cristaleria
El equipamiento microbioldgico habitual (véase la Norma NC-ISO 7218) y en particular lo siguiente.

6.1 Aparato para esterilizacién en seco (horno) o esterilizacion humeda (autoclave)

Véase la Norma NC-ISO 7218.
6.2 Estufa de incubacién a37°C +1°C

6.3 Jarras de atmosfera modificada, o cualquier otro equipo adecuado para cultivo en
condiciones anaerobias.

6.4 pH-metro con una resolucién de 0.01 unidades de pH, a 25 °C, permitiendo que las medidas
realizadas tengan una precision de 0,1 unidades de pH.

11
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6.5 Asas, de platino-iridio o de niquel-cromo, de un didmetro aproximado de 3 mm, y agujas de
siembra por puncién del mismo material, o0 asas y agujas de siembra desechables estériles
equivalentes.

6.6 Equipo de filtracién, para la esterilizacion de las soluciones

6.7 Tubos de ensayo, frascos o erlenmeyer, de capacidad adecuada, en particular tubos de
ensayo de 16 mm x 160 mm, con tubos Durham invertidos, por ejemplo, de una longitud de 35 mm
y 7 mm de didmetro.

6.8 Pipetas graduadas de descarga total o micropipetas, de capacidades nominales de 1 ml y
de 10 ml, graduadas en divisiones de 0,1 mly 0,5 ml respectivamente.

6.9 Placas de Petri, hechas de vidrio o de material plastico, de un didmetro entre 90 mm y
100 mm.

6.10 Bafios de agua, 0 equipos similares, que puedan mantenerse entre 44 °C y 47 °C y, a
46 °C +0,5 °C.

6.11 Peras de goma, para utilizarse con las pipetas graduadas en la distribucién de los
componentes del reactivo de la deteccion de nitritos (si es necesario).

7 Toma de muestra

La toma de muestra no constituye una parte del método especificado en esta Norma Cubana. Si
no existe una norma para la toma de muestras del producto de que se trata, se recomienda que las
partes interesadas adopten un acuerdo sobre este punto.

Es importante que el laboratorio reciba una muestra que sea verdaderamente representativa y que
no haya sufrido dafios o cambios durante el transporte o el almacenamiento.

8 Preparacion de la muestra

La muestra para analisis se preparara de acuerdo con las Normas ISO 6887-2, ISO 6887-3,
ISO 6887-4 0 ISO 8261.

9 Procedimiento

9.1 Fraccion para analisis, suspension inicial y diluciones

Véase el apartado adecuado de la Norma ISO 6887 o ISO 8261.

9.2 Siembra e incubacidn (técnica de siembra por placa vertida)

Se inocula, utilizando una pipeta estéril (6.8), 1 ml de la suspensién inicial, o de la muestra para
analisis si el producto es liquido, sobre la parte central de una placa Petri (6.9) vacia, por
duplicado.

Se vierten dentro de la placa de 10 ml a 15 ml de agar SC (5.2.3), mantenido entre 44 °C y 47 °C
en el bafio de agua (6.10), y se mezclan bien con el in6culo haciendo rotar suavemente cada
12
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placa. Cuando el medio se haya solidificado, se afiade una capa de recubrimiento de 10 ml del
mismo agar SC.

Se deja solidificar. Se introducen las placas en las jarras de atmdsfera modificada o en otros
recipientes adecuados (6.3) y se incuban en condiciones anaerobias a 37 °C durante 20h £ 2 h.
una incubacion mas larga podria resultar en un ennegrecimiento excesivo de las placas.

Se repite el mismo procedimiento con las diluciones decimales preparadas (véase el apartado 9.1).

9.3 Recuento y seleccion de colonias

Tras el tiempo de incubacion indicado (véase el apartado 9.2), se seleccionan las placas que
contengan menos de 150 colonias. De estas, se seleccionan, si fuera posible, las placas que
representen diluciones sucesivas.

Se cuentan en cada placa las colonias caracteristicas de C. perfringes presuntivos.

Se seleccionan cinco colonias caracteristicas y se confirman mediante una de las técnicas
descritas en 9.4.2 'y 9.4.3.

9.4 Confirmacién bioquimica
9.4.1 Generalidades

Se escoge una de las dos técnicas de confirmacion descritas en los apartados 9.4.2 'y 9.4.3.

Pueden utilizarse galerias bioquimicas comerciales de acuerdo con la Norma NC-I1SO 7218.

9.4.2 Técnica de confirmacion utilizando el medio LS

NOTA La reaccion producida en el medio lactosa sulfito (5.4) cuando se incuba a 46 °C es muy especifica
de Clostridium perfringens y de Clostridium alsonum. Por consiguiente, no es necesario asegurarse de que
las colonias negras picadas a partir de agar son puras antes de ser inoculadas en el caldo tioglicolato y
posteriormente en el medio lactosa sulfito.

9.4.2.1 Inoculacién e incubacion

Se inocula cada colonia seleccionada (véase el apartado (9.3) en el medio liquido tioglicolato (5.3).
Se incuba en condiciones anaerobias a 37 °C durante 18 h a 24 h.

Tras la incubacion, y sin dejar ninguna pausa, se depositan cinco gotas del cultivo en tioglicolato
sobre el medio LS, utilizando una pipeta estéril. Se incuba en aerobiosis a 46 °C durante 18 h a
24 h en el bafio de agua (6.10).

9.4.2.2 Interpretacion

Los tubos de medio LS se examinan en cuanto a la produccion de gas y la presencia de un color
negro (precipitado de sulfuro de hierro). Los tubos Durham que queden llenos de gas en més de
una cuarta parte de su volumen y los tubos que presenten el precipitado negro se consideran
positivos.

13
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En caso de dudas, cuando el tubo Durham, en un medio ennegrecido, presente un contenido de
gas inferior a una cuarta parte de su volumen, se depositara sin pausas, y utilizando una pipeta
estéril, cinco gotas del primer cultivo en medio LS (9.4.2.1) sobre un segundo tubo de LS. Se
incuba en el bafio de agua (6.10) a 46 °C durante 18 h a 24 h. Se examina este tubo como se
describi6 anteriormente.

Las bacterias que formen colonias caracteristicas en el medio SC y que den un resultado positivo
en la confirmacion con el medio LS se consideraran como C. perfringes. En todos los demas
casos, los tubos se consideraran negativos.

9.4.3 Técnica de confirmacion utilizando el medio de nitrato-movilidad y el medio de lactosa-
gelatina

9.4.3.1 Generalidades

Esta técnica de confirmacién requiere colonias caracteristicas bien aisladas. Cuando este requisito
no se cumpla (es decir, cuando la superficie de las placas esté sobrecrecida y no sea posible
seleccionar colonias caracteristicas bien aisladas), se sembraran cinco colonias caracteristicas en
medio liquido de tioglicolato (5.3) previamente desgasificado.

Se incuba en condiciones anaerobias a 37 °C durante 18 h a 24 h. se reaislan las colonias
mediante estrias sobre placas de medio base de agar SC (véase el apartado 5.2.1.2), y se afiade
una capa de recubrimiento de 10 ml medio base de agar SC.

Se deja solidificar y se incuba en condiciones anaerobias a 37 °C durante 18 h a 24 h. Se
selecciona de cada placa como minimo una colonia caracteristica bien aislada. Si es necesario, se
repetira el proceso de reaislamiento y siembra en placas de medio base de agar SC hasta que se
obtengan colonias caracteristicas negras bien aisladas.

Esta colonia se confirmara segun se describe en los apartados 9.4.3.2, 9.4.3.3y 9.4.3.4.
9.4.3.2 Siembray lectura del medio de nitrato-movilidad

Se siembran todas las colonias seleccionadas (véase el apartado 9.3), por punciéon en medio de
nitrato-movilidad (5.5) recién desgasificado.

Se incuba en condiciones anaerobias a 37 °C durante 24 h. Se examina el tipo de crecimiento a lo
largo de la linea de siembra del cultivo en el tubo con medio nitrato-movilidad. La movilidad se
evidencia como un crecimiento difuso hacia el medio de cultivo alejado de la linea de siembra.

La presencia de nitrito se detecta afiadiendo, con la pipeta graduada (6.8) y el gotero de goma
(6.11), entre 0,2 ml y 0,5 ml del reactivo de deteccion de nitrito (5.6) a cada tubo con medio de
nitrato-movilidad.

AVISO- Como medida de seguridad, esta prueba debera realizarse en campana de
extracciéon de gases.

La aparicion de un color rojo confirma la reduccién de nitrato a nitrito. Si no aparece ningun color
rojo tras 15 min, se afiadira una pequefia cantidad de polvo de zinc (5.7), dejando reposar durante
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10 min. Si aparece el color rojo tras la adicion del polvo de zinc, esto significa que no se ha
producido ninguna reduccién de nitrato.

9.4.3.3 Inoculacion y lectura del medio de lactosa-gelatina

Se inocula por separado todas las colonias seleccionadas (véase el apartado 9.3) en medio
lactosa-gelatina (5.8) recién desgasificado. Se incuba en condiciones anaerobias a 37 °C durante
24 h.

Se examinan los tubos del medio de lactosa-gelatina para la presencia de gas y de color amarillo
(debido a la formacion de acido), que indica la fermentacion de la lactosa. Se enfrian los tubos
durante 1 h a 5 °C y se comprueba la licuefaccion de la gelatina. Si el medio se solidifica, se
reincubard durante un periodo adicional de 24 h y se volver4 a comprobar la licuefaccion de la
gelatina.

9.4.3.4 Interpretacion

Las bacterias que producen colonias negras en medio SC, que no son mdviles, que reducen el
nitrato a nitrito, que generan gas y acido a partir de lactosa, y que producen la licuefaccion de la
gelatina en 48 h, se considera que son C. perfringens. Los cultivos que muestren una reaccion de
nitrito apenas detectable (es decir que den un color rosa) deberan descartarse, ya que
C. perfringens produce una reaccion intensa e inmediata de forma consistente.

10 Expresion de los resultados

10.1 Método de célculo

Véase la Norma NC-ISO 7218.
10.2 Precisién
10.2.1 Estudio interlaboratorio

Los datos de precision del método descrito en esta norma estan basados en los resultados de un
estudio interlaboratorio (véase la referencia [2]). Los detalles de este estudio interlaboratorio se
resumen en el anexo A. Los valores limites de la repetibilidad y la reproducibilidad se determinaron
empleando tres tipos de alimentos contaminados a diversos niveles y materiales de referencia.

Los valores provenientes de este estudio interlaboratorio pueden no ser de aplicacion a intervalos
de concentracion y matrices distintos a los aqui expuestos.

10.2.2 Repetibilidad

La diferencia absoluta entre dos resultados analiticos (nimero de C. perfringens por gramo o0 por
mililitro) individuales (transformados en logaritmo decimal), o la relacion entre el resultado mas alto
y el mas bajo de los dos resultados analiticos en escala normal, obtenidos empleando el mismo
método con la misma muestra por el mismo operador empleando los mismos equipos en el
intervalo de tiempo mas corto posible, no serd superior al valor de repetibilidad (r) en mas del 5%
de los casos.
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Los valores siguientes de repetibilidad (r) pueden utilizarse a titulo indicativo cuando se analicen
muestras de alimentos en general. Estos valores de r son medias generales de todas las matrices
contempladas en el estudio interlaboratorio:

— r=0,21 para una confirmacion a partir del LS o 0,25 para una confirmacién a partir del
MN/LG (expresada como la diferencia de los resultados analiticos transformados en
logaritmos decimales); o

— r=1,67 para una confirmacion a partir del LS o 1,8 para una confirmacion a partir del
MN/LG (expresada como una relacién entre el resultado mas alto y el mas bajo de los
resultados analiticos).

Respecto a los materiales de referencia (véase la tabla A.4), pueden utilizarse los siguientes
valores:

— r=0,13 para una confirmacion a partir del LS o 0,12 para una confirmacién a partir del
MN/LG (expresada como la diferencia de los resultados analiticos transformados en
logaritmos decimales); o

— r=1,3 para una confirmacion a partir del LS y a partir del MN/LG (expresada como una
relacién entre el resultado mas alto y el mas bajo de los dos resultados analiticos).

EJEMPLO Un primer resultado observado es de 10 000 ¢ 1,0 x 10* C. perfringes presuntivos por
gramo de alimento. Siguiendo las condiciones de repetibilidad, la relaciéon entre el resultado mas
alto y el més bajo, no deberia ser superior a 1,9. De esa forma el segundo resultado deberia estar
entre 5 263 (= 10 000/1,9) y 19 000 (10 000 x 1,9) C. perfringes presuntivos por gramo.

10.2.3 Reproducibilidad

La diferencia absoluta entre dos resultados analiticos (nimero de C. perfringens por gramo o por
mililitro) individuales (transformados en logaritmo decimal), o la relacién entre el resultado mas alto
y el mas bajo de los dos resultados analiticos en escala normal, obtenidos empleando el mismo
método con la misma muestra en diferentes laboratorios con diferentes operadores empleando
diferentes equipos, no sea superior al valor de reproducibilidad (R) en méas del 5% de los casos.

Los valores siguientes de reproducibilidad (R) dados a titulo indicativo en la tabla 1, pueden
emplearse para los diferentes tipos de alimentos y materiales de referencia analizados. Estos
valores son medias de los valores obtenidos en el estudio interlaboratorio para los diversos
niveles[1]
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Tabla 1—Ejemplos de valores de R

Tipo de muestra Confirmacién por LS Confirmacién por MNy LG

R (log)? RP R (log)? RP
Queso 0,26 1,8 0,31 2,1
Carne 0,55 3,5 0,52 3,3
Piensos deshidratados 0,65 4.5 0,72 53
Material de referencia 0,27 1,9 0,29 1,9
a R (log) es el valor de reproducibilidad expresado como la diferencia entre los resultados transformados
en logaritmos decimales.
® R es el valor de reproducibilidad expresado como una proporcion entre los resultados analiticos

EJEMPLO 1 El primer laboratorio encontré un resultado analitico de 10 000 6 1,0 x 10* C.
perfringens por gramo de queso. Siguiendo las condiciones de reproducibilidad, la relacion del
resultado mas alto y el mas bajo, no deberia ser superior a 2,1. De esta forma el resultado del
segundo laboratorio deberia estar entre 4 761 (= 10 000/2,1) y 21 000 (10 000 x 2,1) C. perfringens
presuntivos por gramo.

EJEMPLO 2 Un laboratorio desea conocer el nivel maximo que pueda encontrar y que esté
conforme con limite predefinido (por ejemplo un limite de 100 000 o logi1,5). Para ello, el valor R
(0,31 en la escala logaritmica para el queso) ha de multiplicarse por un factor de 0,59. Este valor
es 0,18 (0,31 x 0,59) como la diferencia entre los valores transformados a logaritmos decimales, o
de 1,52 (10°*%) como la relacién entre los resultados. De esta forma un resultado superior a
109105,18 (109105 + 109100,18) 0 152 000 (100 000 x 1,52) no indica incumplimiento con el limite
establecido. El factor 0,59 significa que un analisis con un intervalo del 95 % unilateral se utiliza
para comprobar si se ha sobrepasado el limite. El factor 0,59 se obtiene de la siguiente formula:

1,69
59 ="
1,96x+/2

11 Reporte del analisis
El informe del andlisis debera especificar:

a) Toda la informacién necesaria para la identificacién completa de la muestra;

b) El método de toma de muestras empleado, si se conoce;

c) El método de andlisis empleado, con referencia a esta norma;

d) Todos los detalles operativos no especificados en esta norma, o considerados opcionales, junto
con los detalles de todo tipo de incidencias que pudieran haber afectado a el/los resultado(s)
del analisis;

e) El/los resultados del analisis obtenido(s), o, si se ha comprobado la repetibilidad, el resultado

obtenido final citado.
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Anexo A
(Informativo)

Resultados del estudio interlaboratorio

Un estudio colaborativo internacional (véase la referencia [2]) en el que participaron 17 laboratorios
de 15 paises se llevd a cabo con muestras de queso, carne, piensos deshidratados y un material
de referencia. Cada una de las muestras de alimentos y piensos se analizaban a tres niveles
diferentes de contaminacion con Clostridium perfringens.

Los parametros siguientes, de acuerdo con la Norma ISO 16140, fueron seleccionados de los
estudios interlaboratorio. El estudio fue organizado por el Instituto Nacional de Salud Publica de los
paises bajos (RIVM) en enero del afio 2000 y proporciond los datos de precision mostrados en las
tablas A.1a A4.

Tabla A.1—Resultados de los andlisis de datos obtenidos con las muestras de queso

Muestra Queso Queso Queso
(nivel (nivel (nivel alto)
bajo) medio)
Numero de laboratorios con resultados validos 13 13 13
Numero de muestras 2 2 2
NUmero de laboratorios retenidos después de 13 13 13
eliminar los valores discrepantes
Numero de valores discrepantes 0 0 0
NuUmero de muestras aceptadas 26 26 26
Valor medio X (logso cfu/g) 2,512,5 3,5/3,52 4,5/4,52
Desviacion estandar de repetibilidad, s, 0,11/0,112 | 0,06/0,072 | 0,08/0,102
(logsecfurg)
Desviacion estandar relativa de repetibilidad 4,37/4,592 | 1,63/1,972 | 1,85/2,312
(%)
Limite de repetibilidad, r 0,30/0,322 | 0,16/0,192 | 0,23/0,292
— Como diferencia en una escala logaritmica
decimal (logy cfu/g) 2,0/2,12 1,5/1,62 1,7/1,92
— Como una proporcion en escala normal
(cfulg)
Desviacion estandar de reproducibilidad, sg 0,13/0,132 | 0,08/0,152 | 0,11/0,142
(logo cfu/g)
Desviacion estandar relativa de 5,21/5,112 | 2,32/4,382 | 2,50/3,112

reproducibilidad (%)
Limite de reproducibilidad, R

0,36/0,35% | 0,23/0,432 | 0,31/0,392

— Como diferencia en una escala logaritmica
decimal (log10 cfu/g) 2,3/2,22 1,7/2,72 2,1/2,42

— Como una proporcion en escala normal
(cfu/g)

a El primer resultado se obtuvo empleando el medio lactosa-sulfito y el segundo resultado

empleando el medio nitrato-movilidad y el lactosa gelatina
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Tabla A.2—Resultados de los andlisis de datos obtenidos con las muestras de carne
picada
Muestra Carne picada Carne picada Carne picada
(nivel bajo) (nivel medio) (nivel alto)
Numero de laboratorios con resultados 13 13 13
validos
Numero de muestras 2 2 2
Nimero de laboratorios retenidos 13 13 13
después de eliminar los valores
discrepantes
Numero de valores discrepantes 0 0 0
Nimero de muestras aceptadas 26 26 26
Valor medio X (10g;0 cfu/g) 2,712,717 3,6/3,62 4,5/4,52
Desviacion estandar de repetibilidad, s; 0,06/0,112 0,06/0,102 0,11/0,092
(logiecfu/g)
Desviacion  estandar relativa de 2,32/4,222 1,67/2,702 2,33/2,012
repetibilidad (%)
Limite de repetibilidad, r 0,18/0,322 0,17/0,272 0,29/0,252
— Como diferencia en una escala
logaritmica decimal (log;o cfu/g) 1,5/2,12 1,5/1,92 2,0/1,82
— Como una proporcion en escala
normal (cfu/g)
Desviacion estandar de reproducibilidad, 0,14/0,182 0,18/0,182 0,18/0,222
Sk (logyo cfu/g)
Desviacion  estandar relativa de 5,01/6,542 5,07/5,052 3,90/4,762
reproducibilidad (%)
Limite de reproducibilidad, R
0, 38/0,492 0,51/0,502 0,49/0,602
— Como diferencia en una escala
logaritmica decimal (log10 cfu/g) 2,4/3,12 3,2/3,22 3,1/4,02
— Como una proporcion en escala
normal (cfu/g)
a El primer resultado se obtuvo empleando el medio lactosa-sulfito y el segundo resultado
empleando el medio nitrato-movilidad y el lactosa gelatina
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Tabla A.3—Resultados de los andlisis de datos obtenidos con piensos deshidratados

Muestra Pienso Pienso Pienso
(nivel bajo) | (nivel medio) (nivel alto)
Numero de laboratorios con resultados 13 13 13
validos
NUmero de muestras 2 2 2
Numero de laboratorios retenidos después 13 13 13
de eliminar los valores discrepantes
Numero de valores discrepantes 0 0 0
NUmero de muestras aceptadas 25 26 26
Valor medio X (logy, cfu/g) 2,6/2,6 3,8/3,92 4,8/4,92
Desviacion estandar de repetibilidad, s;| 0,07/0,102 0,08/0,08 2 0,06/0,042
(logsocfu/g)
Desviacion estandar relativa de repetibilidad | 2,85/3,792 2,09/1,932 1,22/0,752
(%)
Limite de repetibilidad, r 0,21/0,282 0,22/0,212 0,16/0,102
— Como diferencia en una escala
logaritmica decimal (log:o cfu/g)
— Como una proporcion en escala normal 1,6/1,92 1,7/1,62 1,5/1,32
(cful/g)
Desviacion estandar de reproducibilidad, s | 0,32/0,322 0,25/0,242 0,17/0,172
(logao cfu/g)
Desviacion estandar relativa de | 12,21/12,03? 6,53/6,182 3,50/3,492
reproducibilidad (%)
Limite de reproducibilidad, R
- Como diferencia en una escala| 0,88/0,882 0,51/0,502 0,47/0,472
logaritmica decimal (log10 cfu/g)
— Como una proporcion en escala normal 7,6/7,6% 4,9/4,72 3,0/3,02

(cfulg)

a El primer resultado se obtuvo empleando el medio lactosa-sulfito y el segundo resultado empleando el

medio nitrato-movilidad y el lactosa gelatina
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Tabla A.4—Resultados de los andlisis de datos obtenidos con materiales de referencia

Muestra Material de

referencia
Numero de laboratorios con resultados vélidos 13
Ndmero de muestras 2
NUmero de laboratorios retenidos después de eliminar los 13
valores discrepantes
Numero de valores discrepantes 0
Numero de muestras aceptadas 26
Valor medio X (logso cfu/capsula) 3,7/3,7
Desviacion estandar de repetibilidad, s, (log;ocfu/capsula) 0,05/0,05%
Desviacion estandar relativa de repetibilidad (%) 1,24/1,212
Limite de repetibilidad, r

0,13/0,122
— Como diferencia en una escala logaritmica decimal

(logio cfu/capsula) 1,3/1,32

— Como una proporcion en escala normal (cfu/capsula)
Desviacion estandar de reproducibilidad, si (logso cfu/capsula) 0,09/0,092
Desviacion estandar relativa de reproducibilidad (%) 2,51/2,392
Limite de reproducibilidad, R

0,26/0,252
— Como diferencia en una escala logaritmica decimal (log10

cfu/capsula) 1,8/1,82

— Como una proporcion en escala normal (cfu/capsula)
a El primer resultado se obtuvo empleando el medio lactosa-sulfito y el segundo resultado
empleando el medio nitrato-movilidad y el lactosa gelatina
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