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PROLOGO 

Ll Comisi6n Ven~olnnn do Normos lndustrialcs (COVENIN). creada en 
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S.A. y PROTIN:\L. 



NORMA VENEZOLANA 
ALll'vtENTOS. DETERMINAClON DEL NUMERO 

MAS PROBABLE DE COLIFORMES, 

COVEt"IIN 
1104:1996 

(Z .. Revisi6n) 
DE COLIFORMES FECALES 

Y DE Escherichia roll 

I OBJETO 

Esta Nonna Vcnczolana contempla el mt!Odo cit cnsoyo 
para I• d«crmiuaci6o dcl Numero m.is Probable (NMP) de 
bactcrillS coli(onnt$, de colifonncs fcc4IC$ y de Esi;Jwi: 
mill J.l2li en allmencos, rnedi4nle la u1illzacl6n de mcdios 
lfquido,. 

2 REFERENCIAS NORMATIVAS 

US '1gui,entes nonnas conticnen disposicionc.s que aJ se.r 
citadas en estc tcxto. constituyen re(tuisitos ~ est.a Norma 
Vcnezolaoa. Las cdicioncs lndicada.~ c..~taban en viacncia 
en el momen10 de est& publicaci6n. Como toda norma e<tf 
sujcta a revisi6n. sc rccomJenda a aqucllos quc rcalieen 
ucoerdos en base II ell3s, que aruilicen In convenlcnein de 
usar las ediciC)ru:s mas Rcienles de las oonnl\S chad.as 
s.eguidamcntc: 

COVENlN IJ26-89 Alimento,;, ldentificocl<\n y p,.,,_ 
panci6n de muestras para cl an!Jisis mloroblologlco. 

3 PIUNCIPIO DEL ENSA ¥0 

El ~todo COllSiStt co inocular vohimenes conocldos de 
mucstrns y/o sus dilucione$, en cadn uno de 3 6 5 tubos de 
cn.sl\yo con cubes de fcnncntaei<Sn incorporados y un mcdio 
d• cul1ivo np,opi,du. Oc>puts dcl pcrfodo de lncub•eldn • 
la tcmperatura corres1lnndien1e, s.c 1orna noln de los lubos 
que presenlan fonnaci6n de gas, se coofitm'.ln en un rncdio 
de <Ultivo solcotlvo adeeuado, y se obticnc el Numc,o Mo!s 
Probable de coliformcs, colifom>es fecales y J!Khgjchja 
QQJi. utilizando las tablas dcfioidas para to.I fin. 

4 APARATOS 

4.1 13t')uipus pJia la preparaci6n de muesIrns (\·6asc norma 
Venezolonn 1126), 

4.2 Tubos deensayode 150x 15mm. 

4.l Tubos Durham ode fcm1cn1oci6n de JO x 75 mm. 

4.4 Incubadora con rcgulador <le agua. 

4.$ Raijo d< •&•• coa i,pa. 1ermoregulaci6n y aai1aci60 
constantc:, 

4.6 Placn.s de pcui d< 10 x 100 mm. 

4.7 F.qulpo de uso oomuo <>n el Labonu,,c'io. 

5 R.EACTIVOS O MATERIALES 

S.1 Medias do cultivo (voosc anoxo A) 

5.1.1 Caldo lauril sulfato triptosa (Cl.SD 

S.1.2 Caldo Jactosa bilis ~rde brillante al 2 % (L.B.V.B.) 

S.1.3 Caldo Mac Conkey. 

S.IA Caldo uiptonndo 

5,1-5 Caldo cltnuo de Koser. 

5.1.6 Coldo p1111 ~quccimieoto de Collformes (E.C.) 

5.1.7 Agua pcplonlllb 

5.1.8 Agar Levine o oosina tw1l de metileno (E.M.B.). 

S.1.9 Agar llndo. 

S.1.10 Caldo gluC<"'4 tamponado (RM-VP) 

5.1.11 Asar citrato do Simmons. 

5.1.12. Agar nutritivo 

S.2 Rcactlvos (vcasc ancxo B) 

5.2.l R<4Clivo de Kovacs 

5.2.2 Soluci<Sn de alfa nartol al S % 

5.2.3 Soluci6o de bidr6xldo de potoslo ol 40 % 

S.2.4 SoJuciOn indK:adora de rojo de m.etilu. 

6 PROC.EDlMl&NTO 

6.1 La muc•~" ic identifica y se prepara sea~• lo lndica­
do on la nonno COYENfN 1 J 26. 



6.2 Detcrrulnaci6n de! Nl\>IP de C<)liforrnes 

T'ar• I• realitad6n do esu. prueba, Se puede utilii:ir uno de 
lo, mc!todos slguientes: 

Ul Primer m6rodo. Prueba presunti~a 

6.2.l.l loocular vol~menes de I ml de la muestta y/o sus 
diluc:ion~ en cado uno de '3 6 S cubos con caldo lauril sul• 
fa10 ttip<osa. Inc1,1bur 111 35 "'C ± 1 "C duranlc 24 h ± 2 h; 
finalizado el ~rfodo de incubaciOn agitar sua\'emcntc 
cad! tuba y obmvar la producci6n de &"" y/o cfcrvcsccn­
cla, si ambas $Oil negativas, rcino-ubar por 24 h ± 2 h 
adicionales. 

6.2.1.2 Considcnr coma tubas po$itivos en la prueba pre• 
suntiva. aqucllos quc prcsenu,n gas en cl tubo Durham 
dos pucs ~ 48 b de incubaci6n. 

6.2.2 Prucha a,nlinru>torla 

6.2.2.1 Agilar suav~ cada UJ!O de klo tubos positivos 
de la prucba anterior. y transferir un asa dcl cultivo cvi­
tando tomar la pel{cnla •i e.;~ prcscntc, a tub<,,; que con­
tengan caldo bill; vmlc brillantc (2 'ii\), o se repican por 
esU'/as a placas que cootcng;u, agar Levine (EMB) o agar 
l!ndo. lncubar duranu, '24 b • 48 h 

6.Z.2.2 Consid¢rar coma tubas positivos en la prucba con­
Jinruuori1L aquellos dondc <e obscrva ta ptoduccioo de gas. 
Cuando sc ulili= mcdios $dectiv0< s6lidos. consldcrar 
como pos.ilivas aquellas donde se obscrYen l;1 fonu:ic;i6.n de 
colonias caract~ristieas; Agar Lc"ine (EMB): coJootaS nc.­
gri1$ o con e1 centro negro. CQlonias muc:oidc.s de c:oJor ,osa 
naranja. o pdrpura OSC'W"O con o sin brillo V"crdc mc<'Jico; 
yen cl Agar Endo: colonlas rojas rodeadOs de halos roj0<. 

6.Z.2.3 Anotar cl nOmero de tubos confirmms coma pas;. 
tivos y Uevar cl valor a las tablas d< Nl'<IP que oor«pond• 
(v6:lsc ancxo C) 

6.3.l Segw,do mtlodo 

6.3.2.1 r nocular volumenes de I ml de la mucstro y/o dllu• 
ciones en cada uno de 3 6 S tubas con calclo M:w Conkey. 
lncubar • 35 •c ± I 'C <lurante 24 h .:t 2 h. Finalizado cl 
pcriodo <Jc incubaoidn, ag,itar suo..vemcnte cada 1ubo yob~ 
servar I• produccl6n de gas yin ercr\'escei\cia; •i ambas 
son negalivas, reincuba, por 24 h :t 2 h adiciomllei.. 

6.3.2.2 La produccl6n de s•s despucs de 24 ha 48 h de in• 
cubaci6n ,c consldcm sufkientc cvidi:ncia de la p-resencia 
de c-olifonncs. 

6.3.2.3 Pa111 dctcnninor cl numero mis probable de coli• 
formcs. contllr los tobos posltlvos ob1enidos y llevar cl 
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valor a las tablas de N~ero Mi!s Probable que corrospOn· 
da (v6ase ancxo C). 

6.4 Determw.ad6n del NMP de coliformcs fecalcs 

6.4.1 Primer metodo 

6.4.1.1 De cada rubo con gas en caldo lauril sulfato lripto­
sa (5.Ll) inoculu.r con un as:i de; mm. a 1ubos que con• 
h:ngan c,ildo para cnriquec-imicnto de colifonnes (E.C) 
previamente tcmperados a 45 °C ;t U,2 11C. 

6.4.1.Z Incubar en bailo de ogua a 45 •ct 0,2 'C durante 
24 h±2h, 

6.4.J.3 Anotar los tuho• con gas y lkvar lc,s rtSulrados • 
la Tabla de N~mcro M6s Probable que correspondo (vtase 
ancxo C) 

6.4.2 Segundo imtodo 

6.4.Z.1 A purtir de los tubo, con gus en et1ldo Mnc Conkey 
(6.3.2), inoculnr con un asu do 3 mm en end• uno de Jos 
sig:uien1ei medios. 

a) C~do lue1os• bills vcrde brlllonte al 2 'Ii> (S.2. 1), 

bl Axua ptptonado (S.1.7) o cal do 1rip1onado (S.1.4). 

6.4.2.2 lncubat en ballo de ~&u;, • 44,0 °C ± 0, 1 "C du­
ran1c l4 h a 48 h. 

6.4.2.3 Ob<crv:ir si hay rormaci6n de gas en lo• tuhos de 
coldo LBVB (S.1.2). lnvestlgar la fonnaci6n de indol. 
alladlcndo 0.2 ml a 0,3 ml de reue1ivo de Ko"acs al cultivo 
co oiu• pcptonoda o caldo trlptonado despues de 24 h. La 
aparici6" de un color rojo oscuro en la supcrficic indica 
que cl resullado cs ()0$itivo. 

6.4.2.4 P,n dcu,m,fnar el NMP de colifomtcs fecal« 
coniar los rubo< po<itivos obtenidoo en ambas prucbas y 
llevM ese val0< a I:! tabla de NMP (V aisc ancxo C) 

6.5 O.ttm1illaci6n de! NP.IP de fuchcrichla ~ 

La detenninxitin sc efcctu3 en base a los tubos pOS.i.livos 
obtenidos en los puntos 6.4.1.3 y 6.4.2.4 

6.5.1 Para aislar EsbCJicbia mli a partir de tos caJdns 
EC o LDVD, scmbrar por esuras en placas cnn agar Levi­
ne (EMB) o con agar Endo previamcnte occas (5.1.8 y 
5.1.9) 

6.5.1.1 lncubar las pl""as a 35 "C .± 1 'C durante 24 h 
a 48h. 



6.5.1.2 Sclcccionar las colonia., color vkl4eia orcun:, o ne· 
gro. con o sin brillo vcrde mct'-ltCO en el apt Le.vine 
(EMB) o colonias rojas en cl •gar Endo y rcpicar en 1ubos 
que conlcngan a.gar nutrhivo para la obrenci6n de un eulti­
vo puro. 

6.5.1.3 lncubar a H °C ± I °C durome 24 h ± 2 h. 

6.S.1.4 P,-ocedor n rut11iiar umI colontci6n de Gram. a par­
tir del cullivo ob«mido en 6.5.1.3, 8 fin de obscrvar la 
morfolog/• y pure,;, (lei mismo. 

6.S.1.5 Rcaliur lo.< pruebas de prooucci6n de indol. rojo 
mctilo, Vo~ Proskouer y u1ilizaci611 del citta10 (IMViC), 
il p:inlr de las cultivos puros y de morfolog.(a caractelisli­
ca ob1cni<1o, co 6.5.1.3: para ello ..-mbrar con un a.so de 
pfatino en los mcdio de cuhivo indicados en cada una.de 
las prucbas que se mencionan a coo1inuaci6n: 

6.S.1.6 Producci6a de loool 

6.S.1.6.1 lnocular lo. tubos con caldo triptona o aguo ~p­
tonada e incubat • 35 "C ± l'C durontc 24 :1: 2 h 

6.S.1.6.2 Aiii!dir a <ada culrivo 0.2 ml• 0,3 ml dcl rcactl­
vo de Kovacs. ag-iw y ob:scn<ar cl 1ipo de rcac:ciOn: 

Reaccioo posiriva: Apatici6n de un color rojo oscuro en 
la supcrficic dcl mcdio. 

Reacci6n dudosa: Aparlei6n de un color aru1ranjado, in­
diet1ndo la postble presenela de e1a1ol. 

R.atcl6n negatlva: Aparlei6n de color amarillo. 

6.5.1.7 Prucbn de Voges Pro1kauet y rojo de mcrilo. 

6.5.1.7.l lnoculnr los lllbos con caldo glucoS.:1 tamponada. 
c. incubar a 35 "C ± 1 "C d,muuc: 48 h ± 2 h. 

6.5.1.7.2 TtanMeril' I m1 del cultivo anterior .a u11 lubo va­
clo. y aftadir 0,6 ml de soluci6n do alfa n•flol s % y 0,2 
ml de solu.:i6n dcl hidr6xido de potaSio 40 % y mczcl3f, 
dcjartos en rcposo duninte 2 h a 4 h y observar la reacci6n. 

Rea<Xl6n posltl,-a: Aparici6n de un color rosado o rojo 
;armesl. 

Reacci6n ne-g:ativa: Aparici6n de color amarillo a 
marr6n. 

6.S.J.7.3 IWncubar cl cultivo obtcnido en 6.5.1.7 o JS 'C 
± I •c dur.me 48 h ± 2 h adicionalc,. Afiudlr S gotas de 
sol.ut:i6n rojo de mcdlo. agitar y ob:servi\f In rcacc.:i4n, 

R"•ccl6n J.1<)5itir.1: Aparicion de color rojo bico dclinido 

Re-acciOn uegati-.·a: Aparici6n de color amanllo 

6.5.t.8 Utilizaci6n dcl eilTalo 

6.5. t.8.1 Transfcrir un pequei!o inoculo a tubos con caldo 
citrato de Koser. 6 agar ci1rato de Simmons, Si u1iliza fste 
Olllmo, sembrar una lfnea recta en cl ccnll'O dcl blsel. 

6.S.1.8.2 Jncubar a 35 °C ± I •c durante 72 h a 96 h •i 
utiliza cl cal<lo ci1ra10 de Kosct, 6 duron1e 48 h ± 2 h sl 
utilii:6 cl ag.ir cllr.uo de Simmons y observar la reacci6n: 

Reaccl6n poslth11: 

o) c•ldo citrato de Kosa: aparici6n de turbidei 

b' agur dlrnlo Jo Simmons: aparici6n de crociOUento y 
camblo del color venJe ciJN> dcl medio a awl. 

6.S.2 Considerar como fi. -'l!li, lo$ cultivos quc pn,s<:ntcn 
las siguicntei. caractcristi-cas: 

- fenneniaci6n de la lactosa con produooi6n de gas a 3S 
•c,44 •C64S ·c 

- Aspccto de cocobacilos 6 bacilos conos Gram ncgadvos 
. en hl coluraci6n de Gram. 

• Obt.iene uno de los siguientes resuJLado, en las p~ 
IMViC 

MicroorgJ1J1im1o,; Tndol RM VP Citnlo 

E.coli (I) ... + - -
IE. coli (IlJ - + -
6.S.J Los rubos quc gencr,m cullivos con Ins cornc1trfsti• 
cas mc-ncionadas en 6.5.2 se 11noIun como posilivo y se Ue­
van a la tabla de NMP que corre.<J><>nda, a fin de 
dctcmuoar el NMP de [l. '-lili, 

7 Ea<pnoic\o de resultados: 

7.1 Los rcsuhodos de NMP de Colifonncs, Coliformcs fo. 
calcs y E. i:ali, se exp,esan por ml 6 g, scgun se tratc de 
muemas lfquidas 6 sdlidas. 

7.1 P:tra la cxprcsi6n de lo$ resul1'1dos, se dcbcn tomar en 
cucnta las sisuicntcs considcraciDtlC$: 

7.2.1 l.levar a la tabla los •alorcs obterudos en 1res dilu­
doncs consecudvas. 

J 



7.2.2 Si no se emplean potciones correspondien1es a aque­
llas e.<prcsad:;s er. la 1abla (0.1 , 0.01 y 0.001), sc debe ob­
lcnet el ,es.ultado aplicando fa siguiente. f6nnula; 

7.2.3 Si todos los lubos inoculados son positivo~. repor• 
card .. -a]or de la tabla para cJ mciximo de tubos posifivos 
(J· J-3 o S-S -S) aalcponiendo I• expre.<i6n "mM de " y 
conside,ando las porcioncs de muestra utilh:adas (vtase 
aneJlO 0, cjcinplos J. 4 y 5). 

7 .2.4 Si no sc. obticne lUbos poshivos rcport.ar cl valor de 
lo tubta pnrn fo combinaci6n 0-0.0. ~ntcponicndo la expre­
~16n '"mem~ ,ie·, y considcnmdo Jm; pvrdones de muestn1s 
inoculadai. (vc'!a5e o.ncxo D. eji;mplo.,. 6, 7 y 8 ) 

7 .2.S SI aUn des1,u.!s de l'epetir cl cnsayo. ~e obljenen 
comblnaciooes de tubos 1>01.itivo5 quc no s::: eucuemran en 
la labia, se pue<le ob1enc1 cl n:sullado por eximJ>olaci6n a 
otra combint.cl6n. donde 5c tcngan ieual ntlinero de tubos 
posltivos. (vta.,c 11ncxo 0. cjemplo 9) 

7.2.6 Cuando sc h•n lnoeulado mil$ de tre., ,cries consc• 
cu1ivns de mucs1t·o.s '/ sus dilucioues. los valorcs quc sc llc­
,,3n & lu ta:,h!u son los com:.spondlenttl o tees sc.ric.s 
consccutivas. tC111\nndn en cue11Lo fas sigui<:ntcs ~gl~: 

7.2.6.t Llcvar • In rnbl• la diluci6n mu alt• (611 men()( 
porci6n de mucs1ra) donde se ob1engan todo< le» tubos po­
,itivos y las dos diluclones superlorcs sl&uicn1cs. (•bsc 
ancxo 0, ejemplos 10. 11 y 12). 

7.2.6.2 Si ninguna de las diluciones prestnUl k,s trc-s tu• 
bos posi1ivos. seleccionar las 3 dilucioncs mils all&S. con 
algun lubo posilivo. (v~ anexo 0. cjcmplo 13), 

7.2.6.3 Si sc ohliene una d11ucu)n CCX\ todos los 1ubos po­
sitivos. scguida d:e algunos tubas J)0$11ivos en las 1n:.s Ji111, 

ciones siguient~.s. afiadir el mhnao de rube>$ pc:)5itivos de 
la mayor d.iluci6n. a la mis aha de 1&5 1.-e.;; 1lilucio.nc:s con.• 
sccutivas se!eccionados. (vcasc anexo D. ejemplo 14) 

7.2.6.4 Cuando sc ob,eng;i 1ubos pO.Sitivns $()lo en alguna 
de las diluciooes mc:clias . .seleceiona las t~.s primers..~ dilu• 
ct.Ones consccotivas p:n las cvales la diluci-On media tenga 
el re.;uJ1ado pooiti,-o. (vi!ase oncxo D. cjcmplo 15 ). 

4 

7.2.6.S SI 1odns las dllucionc• mucsb'an tOdo• los tubos 
posilivos. seleccionar las J diluciones m~s ol1as lnocul•­
das. (v~.sc ancxo D, cjcmplo 16) 

7.2.6.6 Cuando sc cmplelll\ serlC$ de S 1ubos, sc 1omll'.I en 
cuema his misma.~ oonsiderncione:s anlcriores, pero udli• 
undo la Tahlo NMP com:spondienle. 

8. l'NFORME 

El infonne del en.sayo debc indiCilI comn mfnimo la si• 
gufonte 1nfonnaci6n: 

8.1 Pecha dcl ensayo. 

8.2 ldentificaci6n compleca de I• tnUe$UO 

8.3 Resullado dcl arn!li,is realizado. 

8.4 Numcro y liwlo de la Konna Venezol2J13 COVENIN 
uliliuda 

8.S Numbre dcl omilisul 

8.6 Obscrvacioncs 

BJBUQ{;R~F1A 

APHA 1992. Compendium of Mc<hods for Ille 
Miaob,ologic"1 Exominalion of Food. J" Ed. American 
Public Heahh /\5socia<iun. I:,lilO< M. Speck. Washington 
o.c. 

Boctcrlologic•I Analy1icol Manual. I 992. Food and Drug 
Adminbur:idon. rt. t;dHi6n. U.S. In1emutionul. 

ICMSF 197'1 . MiL'fOOr~•nims in Foods, J. Toelr 
signiricum:c: u11d McrhO<Js or enumenllion" ind Edit. The 
rn1crnacirmal Commission on Microbiological 
Speclncntions fa< FO<X!S. University of Toronto P<ess. 
Canndn. 



1 

ANEXOA 

FORMUl.,A Y PREPARACIO'.11 DELOS MEDIOS DE CULTIVO Y R£A(.'TlVOS l!EQUERIDOS 
PARA LA DET.ERMJNACION UEL, NMl' DE COLlFORMES, 

DE COUFORMES FECALES Y DE &chtrjc;hja oQJI • 

!.• MEOJOS DE CLILTJVO 

I.I Caldo Lauri! Sulfato Tripto..a (1,ST) (S.J.J) 

J.1.1 Formula 
Tri-ptosa, triptona o Tripticaso 
Lactosa 
Fosfoto DipOl~•lco 
Fosfo10 Monopou!sico 
Cloruro de SOdio 
Lauri I Sulr,110 de Sodio 
Agua des1il11da 

l.l .2 Preparllei<Sa 

20,0 g 
5,0 g 
2,75 g 
2.15 JI 
s.o g 
0.1 I 

J.000 ml 

1.1.2.1 Oisolvcr oompleiameni.: 101 inl"'dicntcs en el 
agu3 destilada y rcparti:r en porcione., de IO ml en lubos 
de 150 mm x 15 mm con tubos de Durham incorporados. 

1.1.2.2 Estcrilizaren ct ou1oclavc a 121 •c por 15 minu­
tos (15 Libras de prcsi6n). EJ pH fin•I dcbc ser aproxima­
damente de 6,8. 

1.2 Ca.Jdo Lacto.<a Bills V•rde Brillnote al 1 'll, 

(LBVB). (S.J.Z) 

1.2.l F61·mul:4 
Pcptona IO.O & 
LAcmsa IO.O g 
Bilis de buey doshidtawla 20.0 g 
Verde brlUante {Sol. Acuos4 
0,5 % p/v) 2.~ ml 
Agua destifadn 1000 ml 

LU Prepiltaci611 

1.2.2.l Disol"'cr (:.\ ptpC()nu y ht lacto:m en 500 ml de agua 
aproximadamc:olc. 

1.2.2.1 Di501Y<r bnis de buey deshidratada en 200 ml de 
agua dcstilada y =zclar coo la soluci6n de pepton• y loe• 
to;a (cl pH de la solucioo dclx:serdc 7.0 a 7,5) 

1.2.1.3 Ajusrnrel pH a 7,4 

1.2.2,4 Aiiadir 2.66 ml de soluc,oo acuosa de Verde Bri• 
flan1c al 0,5 % y Ile var el ,•ohimen rinol hasta un filro con 
agua deslilada. 

1.2.2.s Repnrtir cantidadcs de 10 ml po< rubo de ensayo 
(eon tubo de Durham incorporado) 

1.2.2.6 Escerilizar en autoclave a 121'C por 15 minu10s. 
81 pH linal d<bc estar cnu,, 7.1 y 7,4. 

1.3 Caldo Ma< Conkey (5.1.3) 

1.3.1 F6rmuln 
Peptona 20.0 g 
Lactosa 10,0 g 
Sales Biliares 5.0 g 
Cloruro de Sodlo 5.0 g 
Purpura de Dromoeresol 1~- 1,0 ml 
Rojo ncutro 0. I % •• 7.S ml 
Agua destilada 1000 ml 

• PUrpura. de Bromocrcsol 1 %. Pesur 1 a, dcl cokmmte 
y aRadir 19 ml hidr6xido de sodiu 0,1 Ny 81 ml de agua 
de.~1il11da,. 

•• RojoNcutroO,l %. Disolvcr 1 g., (.le1~:olorunteen 100 
mf. de un disoJvente compUC$Co pnr 90 'ro aloohoJ etOico 
LO% de agua. 

J.3.2 Prcparaci6n 

1.3.2.1 Disolvcr ecmplctamcnte los ingrcdicni.:s en el 
agua, eju,tur el pH• 7.6 y rcpartiren canlidadcs de 10 ml 
po< lubo. (con tubo de Durham incorporado). 

1.3.2.1 Eslc,ilillll • 121-C por JS minu1os. 

IA Cotdo triptonado (5.J.4) 

l .4.1 Formula 
Triptono 
Aguu 

1.4.2 Prep0rm.:i60 

10 g 
1000 ml 

1.4.2.1 Disolver 10$ lngrcdientes en el agua destilada y 
ajusur cl pH del medio de manera que despots de I• cstc­
rilizaei()n SCll ere 7,2 :t 0, I 

J.4.2,2 Dlstribuiren porcioneJ de 5 ml en los tubOs de cn­
suyo (4.1.1) y so e.1eritiza a 121•c por tS min. 

5 



1.S Caldo citmto de Koser 

1.5.l F6rmula 
FosfolO de ,uuonio y s<x!io 1.S g 
Foiifam monopotastco 1.0 g 
Sulfato de m•gne.<10 hcplahidruta,1o 0.2 g 
Cilr.lO ~ sodio dihidratado 2.S g 
Azul de bromodmol (soluci6n al 0,2 %)• 8.0 ml 
Agua deslilada 990 ml 

• Opcionol 

IS.2 Prepnmci6n 

lS.2.1 Disolvcr los iogredienlr.s W cl •sua. distribuir ea 
tubos en voltl1nenes de S ml y es1er1Jlzar a J21•c por 15 
min. EJ pH fin:t.l dcb1;, aer apmximadamc.ntc: 6.8. 

1.6 Caldo para tnriquecindtnto de colifonncs (E.C.) 
(S.1.6) 

1.6.1 •'6rm,~n 
TriplOSO. 
UlCI0'3 

Mcicla de Sales 8ilhm:~ 
Fosf>to Diroul.,ico 
f-osfato Mouopot~sico 
Cloruro de So<llo 
Aguo de$1llada 

1,6.2 l'reparaci6n 

20,0 g 
5.0 g 
1.5 g 

4,0 g 
1,S g 
5.0 g 

1000 ml 

1.6,Z. l Di:;ulvor 10> ingrodlentcs completatMnte por agi­
mei6n e.n agua destilad:.1, c.:ulcntm· suove:mcmc si fucsc 
ncCGSlll'lo. 

1.6.2.2 Reportir 10 ml. de I> solutic\n en rubos 150 mm x 
15 mm (4.1.1) (con wh<.>.< Duma,n lneorporndo.s) y esieri­
Hzar en auIoc1a,·c a 121 4C per IS mi11uto~. El pH fioaJ 
debe scr de 6,S 

1.7 Agua pe.ptonada (5.1.7) 

1.7.1 F6rmul• 
Pep1ona 
Cloruro de ~odio 
A~ua desulada 

1.7.2 Proparaci6n 

10.0 g 
s.o g 

l000 ml 

1.7.:U Oi$Olvcr los ingt«lientes en el agua <kstil3£b y 
ajus1ar •I media de mancra que el pH dcspu6s de la esttri­
lizucion sea de 7 .2 :t. 0.1. 

1.7.2.2 Oistribuir en porcia- de 10 ml en lo, luhos de 
ensayo (4.1.1) y esterilitar • 121 "C por I 5 min. 

6 

J.8 Agar Levine o Eosina Azul de MetUeao (EMB) 
(5.1.8) 

1.8,l F6rmula 
Peptona IO,0 g 
l...actosa J0,0 g 
Fos(aLo Dipowico 2)0 g 

Aau 15,0 g 
Eosina Y (Soluci6n ::icuosa 
2 I\ pl•)) 20.0 ml 
A2UI de Mc1ilcno (Sol. acuosa 
0,25% p/v) 25,0 ml 
Agua dc!lilada 1.000 ml 

1.8.2 l'reparaci6n 

1.8.:U Prcpanlr ""' solucl6n ocuosa de Eosina Y al 2 % 
y una soh,c:ioo .1euosa de }l.'u I de metileno al 0.2.S ~ 

1.8.2.2 Ai:rcgar todos los ingredien1e., a 955 ml de ~gua 
dcstilada y oiiodir 20 ml de la 50luci6n de Eosina Y y 25 
ml de la solucion de azul e metikno. 

1.8.2.3 Calenttr en ebullici6n hasta disolver complda• 
mcme, cnfriar has1a SO ec • 60 °C, mcular hien y repartir 
seg~n se requie~ (gencralm<ntc en porciones de 100 ml a 
200 ml.) 

J.8.2.4 F.sterilizo.r en el 11uIoc.lave a 121 °C durnnlc 15 
minuto~. 

1,9 Ago,· Endo (S, t.9) 

l.9.1 F6nnula 
l'cptooa 
Lac1osa 
Fo.sfato de Dipolllsiru 
Sulfilo lie sOdiu 10 % 
Fucsiua b.i.,;i.c:1. (soluci6o 
al 4 % en alcoh<>I de 95 'lo) 
Agar 
Ag,,• dcstilada 

1.9.Z Pl'eporaci6n 

10 g 
10 g 

3,5 g 
2,5 nil 

10 ml 
15 & 

1000 ml 

1.9.Z.1 El m<dio debe umsc cl mismo dfa de su prcpara• 
ci6n. Agrcgor los ingredicntes al agua deslilada cxc:cp­
lUJUldo el sulfito de sodio y la fucslna. Cakotar a 
ebullicion h:,slll disoluel6n complcta. Rcpartlr voldmcnes 
de:: 100 ml a, millt30e.S y c.s1criliz.ur u 12) "C por JS min. 

1.9.2.2 h1n>edi.11amen1e trnt.,;s (le su uso. fundir cl QJ:tlJ' y 
ai\odir a eada 100 mJ., I ml de lo ,ulucic\o de fucsina. b:!sl­
ea y 0,25 ml de una s◊luci6n aeuos,, de sulfilo de sodlo nl 
10 % (el sulflco de sodio de~ pc-eparnsc: inmediato.mente 
antes dcl u:so). Mezclar convenicntcmcme y \'ertir en 



pocciof'les de 15 ml u 20 ml 1.:n phtcas cJc Petri. Et pH final 
dcbe ser 7.5. 

1.10 Caldo glucosa tampooado (S.1.10) 

1.10.1 Formula 
?,oteosu pe:ptonu. 
Glueosa 
fusf•io dipot:islco 
Agua des1llada 

l.10"2 Prq,arxidn 

s.o g 
5.0 g 
5.0 g 

1000 ml 

J.10.Z.I Suspender loo ingrcdientes en el agua, calenlar 
suavcmentc con agilad6n hasta obtencr disoluci6n 
comp)eui. 

1.10.z.2 Rep:mJr I• solw:ltln en pon,ioncs de 5 mJ en tu­
bus de cnsnyo y es1erili1.ar en ti awoc}avc:, J21-C por lS 
minulOl-, El pH firntl debe ser de 6.9. 

J.11 A~•rcltroto de Simmons (5.1.11) 

1.11,1 F6rmula 
Sulfato de magnesio 0.2 g 
Fosfato monoam6nico 1.0 ' Fosfato Dipo<i!sico 1,0 ' Cicrato de sodio 2,0 g 
Ol)rur() de ~mdio s.o g 
Agar lS,0 g 
Atul de Bromotimol (Solucit'ln a.cuvsa 
0.2 'k plv) -10.0 ml 
Agua destila(!a IO()O mJ 

1.11.2 Prcpan,citln 

1.11.2.1 Su.pendcr 1os ingredicn1esen el agua y sc callcn• 
,a hasta ebullici6n para disolver cl medio complctamcnic. 

1.11.2.2 Di!lribuir 10 ml. dcl medio en 1ubo.s y cs1crlllw 
en autoclave a 121-C pot IS min. Dej11r.uUdi/icur en po­
sici6n ir.clinada de manera de obeener 2.S cm. de columna, 
El pH final debe ser de 6.8 a 7.0. 

1.12 Agar nutritivo (5.J.12) 

1.12.1 1i'6rmula 
ExtracI0 de cotne 3.0 g 
Peptoni, 5,0 g 
Agar 15.0 g 
A~•• dcsli lad a 1000 o>I 

1.12.2 Prcp111acldn 

1.12.2.1 Su.spender los ingredientes en el agua, ealcolar a 
ebullicidn hasca disolvcr comple1amen1e y enfriar a 50 •c. 
60 "C. ajus1J1ndo cl pH de maocra que dcspue.s de la cstcri­
li,i,ci()n sea de 6.8 • 7,0. 

1.12.2.2 Oi$trib:uir en 1ubos o en bafone.s seglln se requic• 
r:11 y cuerih1.ar a I2I,;,C por 15 minutos. 

• &tos medios de culthro pucdai conseguirse yo propa. 
rados to las dife:rentes casa~ cotnttcla.les. 
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ANEXOB 

2 RBACTfVOS 

2.1.1 F6nuula 
Pandimelilaminoberualdch/do 5,0 
Akollol AmOieo 75,0 
i\eido Clorhldrico (Concentrado} 25.0 

Z.1.2 l'rep3taci6n 

g 
ml 
ml 

2.1.2.1 Disolvcr cl panldimctllamlnobenznldehtdo en el 
al.c;ohol ◄11n0ico y cnlen1nr o temperoturo Inferior de 60 °C. 
dejar enfriar colocnndo un rcclplcn1c con hlelo y aRodir el 
~cido clorti(drico poco a puco. 

8 

2.2 Soluci6n de alfa,naft<)I al S % (S.2.2) 

Disolver 5 g de alfa•naftol (punoo de fusl6n 92,S •co mils) 
en 100 ml de alcohol ct/lien absoluto. 

2.3 Soluci6n de bidroxido de pot11slo de 40 % (S.2.3) 

Disolver 40 g hidr6xido de potasio en agua destilada y lie, 
Yara voJumcn en un matraz aforado de 100 ml. 

2,4 Soluci611 indlcadora de rojo de melilo (5.2.4) 

Disolver 0,1 g ~ rojo de me1ilo en 300 ml de alcohol cdll· 
co (95 %), y diluircon 200 ml de agua destilada. 



ANEXOC 

Tabla 1. Ntimero Mas Probable (NMP) y Umitedt C<:infia02a 9S %, en pruebas con tubos d• 
fermentacion cuando .. 11 ur.ilizados trts tuboscon volumenos de 0,1; 0,01; y 0,001 If, 

No. de rubos poslUvos /J tub._. LCmite de CoofllUIU 95 % 

0.1 g O.Glg 0.001g NJ\,IP/i;' Jorerior Superior-

0 0 0 <3 . . 

0 I 0 3+ <I 17 

I 0 0 4 <I 21 

I 0 l 7+ 2 27 

I I 0 7 2 28 

I 2 0 II+ 4 3S 

2 0 0 9 2 38 

2 0 I 14+ 5 48 

2 I 0 JS s so 
2 I I 2~ 7 60 

2 2 0 21 8 62 

3 0 0 23 9 130 

3 0 I 39 10 J&O 

3 I 0 43 JO 210 

3 I I 7S 20 280 

3 2 0 93 30 380 

3 2 I ISO so 500 

3 2 2 21~ 80 640 

3 3 0 240 90 1.400 

3 J I 460 100 2.400 
3 3 2 1.100 300 4.800 

3 3 3 >1100 . . 

a = Los resuJtados nonnaks obcenidos en cl 95 % dt Ja.s pruebas. no sc lc:s coloca el ,:;igno mas, I.A.>s resuhados meDOS pro­
bables obtenidos en el 4 %, de l•s prucbll$ $OD scguldos por cl signo mas. Los combimu:iane• de 1ubos positlvos quc no,., 
mue,uan. ~wren en mcnos del 1 % de Jos cnsnyos, y la fTccueucia indica quc la t6c:nica cs dcfcctuosa o la presUJ1ci6n fun• 
damenial en el ~culo de NMP no "" •"'« cumpliendo. El ciUculo de NMP. para combinaciones quc no sc muestran se pae­
dcn obtcncr por e11rapoluci60 (o por l:t (6rmuln de Tllomns} o la combiaaci6n cCICana mils olta que este reprcscntado en la 
labia. Por ejernplo, un r<:sultodo de 2,0.2 tendrfa un NMP de aproxicnadamcn1c 10, cl cual es el NMP parccido al rc.<ultado 
dc2,J,I. 

b = Todas las cifr:is hajo el 1i1ulo "NMPfg•. pucden ser rnultiplicado por JOO pan, obtcncr "NMP/IOOg·. 
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0.1 g 

0 

0 

0 

I 

I 

I 

I 

2 
2 

2 
2 

2 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

4 

4 

4 

4 

4 

4 
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ANEXOC 

Tobia 2. Numero M'-< Probable (NMP) y limit• de c-0nlian,,, 95 %, en pruebas con tubos d• 
fermentaciOu cuandose utilizan ciuoo tuboscon ,•olllmenl$ deO,li 0,01; y 0,001 g:•. 

No. de tubos positivos /5 tubos L!mite d< Codlanu 95 'A> 

0.01 g 0.001 g NMP/g" lnf•rior Sup,rlor 

0 0 <2 . . 
0 I 2+ <I 10 

I 0 2 <I 10 

0 0 2 <I II 

0 I 4+ I 15 

I 0 4 I IS 

2 0 6+ 2 18 

0 0 4 1 17 

0 I 7+ 2 20 

I 0 1 3 21 

I I 9+ 3 25 

2 0 9 3 25 

0 0 8 3 24 

0 I II 4 29 

I 0 II 4 30 

I I 14¼ 6 35 

2 0 14 6 35 

2 I 17+ 7 40 

3 0 17+ 7 41 

0 0 13 5 38 

0 I 17 1 45 

I 0 17 1 46 

I I 21 9 55 

2 0 22 9 56 

2 I 26+ 12 65 



AP.'EXO C 

Continuac16o de la Tabl" 2 
Numero Mas Probable (NMP) y limit• de oonf"wiza 9S 'ii>, en pruebas <On tubos de 
fermentoc16n cunndo sc uUllzan clnco tubos •~n volumcocs de 0,1; 0,01; y 0,001 g'. 

No. de tnbos posiUvos /5 tuboo Umite de Confianza 95 % 

0.1 g 0.01 g 0.001 g NMP/g" Inrtrior Superior 

4 3 0 27 12 61 
, 
• 3 I 33+ 15 n 
4 4 0 34 + 16 80 

s 0 0 23 9 68 

s 0 I JI 13 I 10 

5 I 0 J) 14 120 

5 I 1 46 20 150 

5 I 2 63+ 22 180 

s 2 0 49 21 170 

s 2 I 70 30 210 

s 2 2 94+ 40 250 

s 3 0 79 30 250 

5 3 I 110 40 300 

s 3 2 140 (i(l 360 
s 4 0 130 50 390 

5 4 I 170 10 480 

5 4 2 220 JOO 51«1 

5 d J 28o+ 120 690 

5 d 4 35o+ 1(,0 820 

5 5 0 240 100 940 

5 5 t I 350 100 J.300 

5 s 2 S40 220 2.000 

5 5 3 920 300 2.900 

5 s 4 1.600 600 5.300 

5 s 5 >1600 

a : L.os rcsultados nonnaJc, obtcnidos en el 95 % de las pruebns, nose les coloc• cl sign<,""'"-Los rcsulwlos mcnos pro­
bables oblenidos en el 4 '4. de las pruebas son seguidos por cl signo mas. Los comhinaciones de tubos positlvos quc no k 
muestran. ocurrcn en menos dcl I 'A, de lo.s cnsayos, y la fr.ccuen<::ia lndic4 que la t6cnica es dcfcctuosa o la pretunciOO fun. 
d:nncnc•I en cl cAtculo de NMP 110 se c,ci cumpliendo. El c,Jculo de NMP, p:JJ·a combinaciones que no sc mucs~ ,c J)<JC• 

den ob1cncr P<>' e.irapoloeioo (o por la roonula de Thomas) o la cornblnncidn ccrcana mSs alca que e.ste re~ntado en I• 
ca~Ja. Por cjcmplo. un resultado de 2.0.2 tcndrfa un NM.P de aproxlm~dnmence 20. cl cual es el 1'IMP parecido al resultado 
de 2,1,1. 

b ~ Toda, las cifrn.s hajo el citulo '"NMP/g". pueden w mulliplk.,ido P"' JOO para obtcncr "NMP/JOOg" 
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