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1. OBIJETIVO Y ALCANCE

1.1 Objetivo
Este procedimiento establece un método para la determinacién y el recuento de colonias presuntivas
de Bacillus cereus utilizando la técnica de recuento en placa, incubando a 30°C + 1°C.

1.2 Alcance:
Este método de prueba esta basado en la norma ISO 7932:2004/Amd 1:2020, por lo que es aplicable a
una amplia variedad de productos destinados al consumo humano, dentro de los cuales se incluyen,
pero no se limitan a:

e Productos deshidratados o secos.

e Leche en polvo y derivados lacteos.

e Carnes y derivados carnicos.

e Productos listos para el consumo humano.
e Productos refrigerados.

e Harinas y cereales.

¢ Suplementos alimenticios.

2. DEFINICIONES Y NOTACIONES.
2.1 Definiciones

Bacillus cereus [1]: Bacteria ubicua formadora de esporas que ha sido frecuentemente encontrada como
saprofita en el suelo, agua, vegetacién y aire, desde los cuales se transfiere muy facilmente a los alimentos.
La colonizacién de diferentes nichos ecolégicos es posible debido a su buena adaptabilidad y resistencia a
variadas influencias. B. cereus produce endosporas que sobreviven a la pasteurizacion y son resistentes a
varios desinfectantes. Ademas, produce enzimas como lipasas, proteasas, xilanasas y otras.

Presunto de Bacillus cereus [2]: Microorganismo que forma colonias tipicas en la superficie de un medio
de cultivo selectivo y que da una reaccion positiva en las condiciones especificadas en este procedimiento.

Recuento en placa [3]: Método muy utilizado para determinar el tamafno de la poblacién bacteriana de
una muestra. El recuento de microorganismos, en este caso, se basa en que cada uno desarrollara una
colonia visible. Pero debido a que una muestra no es totalmente homogénea con respecto a su
composicion microbiolégica, es posible que una colonia se origine de un microorganismo o de cientos de
ellos, dando en este Ultimo caso un recuento menor del real.

NOTA': Para contar con un método de prueba practico, la etapa confirmatoria se ha limitado a los aspectos
tipicos en agar MYP y la prueba de hemdlisis en agar sangre de cordero. Por lo tanto, se ha introducido el
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término "presunto” para reconocer que esta etapa confirmatoria no permite distinguir B. cereus de otras
especies como por ejemplo B. anthracis o B. thuringiensis.

2.2 Notaciones.
Para propositos de este documento, se hacen las siguientes consideraciones:

“Laboratorio”: se refiere al laboratorio AOXLAB S.A.S.

“Informe de resultados”: se refiere a los informes de ensayo que emite el Laboratorio.

“Servicios”: para referir a los servicios de ensayo que el Laboratorio ofrece.
3. REFERENCIAS

[11 NTC 4491-1. (2005). Microbiologia de alimentos y alimentos para animales. Preparacion de muestras
para ensayo, suspensién inicial y diluciones decimales para analisis microbiolégico. Parte 1: reglas
generales para la preparacién de la suspensién inicial y de diluciones decimales. [2005-08-24] — Primera
actualizacion.

[2] 1SO 7932:2004. Microbiology of food an animal feeding stuff — Horizontal method for the enumeration
of presumptive Bacillus cereus — Colony count technique at 30°C. [2024-06-15] — Third edition.

[3] NTC4092. (2016). Microbiologia de alimentos y productos para alimentacién animal. Requisitos
generales y directrices para analisis microbioldgicos. [2016-12-07] - Segunda actualizacion.
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4. DESARROLLO
4.1 Principio del método

El método para la determinacion de Bacillus cereus en alimentos destinados al consumo humano se basa
en su cultivo selectivo y recuento a partir de una muestra. La técnica aprovecha caracteristicas especificas
de la bacteria como su crecimiento a 30°C, resistencia a la sal, produccién de enzimas y morfologia colonial
caracteristica en agar selectivo. La muestra se siembra en diferentes diluciones en agar selectivo y se
incuba a 30°C durante 18-48 horas. Las colonias sospechosas se confirman con pruebas bioquimicas y
tinciéon de Gram. El nimero de colonias confirmadas se extrapola para obtener el recuento final de Bacillus
cereus por gramo o mililitro de muestra.

4.2 Actividades previas
4.2.1 Inspeccién de la muestra

Al recibirse la muestra en el Laboratorio, éste es inspeccionado a fin de asegurar que se
garantizan las condiciones conforme lo indicado en el procedimiento PROC-TC-008
“Procedimiento de aseguramiento de integridad de los items bajo servicio”.

Antes de iniciar el analisis, se debe verificar que la muestra se encuentra empacada y sellada
adecuadamente y etiquetada con el sticker de identificaciéon interna del laboratorio. Que las
muestras que requieran refrigeracion se entreguen en neveras con pilas de hielo. Se debe contar
con al menos 50 gramos de muestra para realizar este analisis, para el caso de cannabis puede ser
de 5a 10 g en el caso de material vegetal y de 1 a 2 gramos para cristales y extractos.

En caso de que la muestra no presente alguna de estas condiciones, notificar de inmediato al del
Lider de laboratorio para informar al area comercial y se le indique al cliente.

4.2.2 Estabilizacién.
Una vez revisada la muestra, se aplican las siguientes instrucciones:

Los patrones y equipos de referencia del laboratorio a intervenir en el ensayo como son las
balanzas se mantienen en el lugar de ensayo encendidas, antes de realizar las mediciones, a fin de
lograr su operaciéon éptima o estabilizacion térmica. Las muestras que estan en congelacién
deben retirarse del congelador y atemperarse hasta que adquieran un estado adecuado para
realizar la toma de la porcién analitica. Los items que no requieren refrigeracién se mantienen en
el lugar de ensayo para que tengan una estabilidad térmica. Las soluciones usadas para el ensayo
deben atemperarse por 1 hora o colocarlas entre 15y 20 minutos en la incubadora a 37 °C.

Debe verificarse que las condiciones ambientales del lugar de ensayo se encuentren en los
intervalos que se muestran a continuacion:
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Condicion ambiental Minima Maxima Observacién
Temperatura ambiente 18,00 25,00 Condmongs establecidas por
el laboratorio
Humedad relativa 20,00 70,00 Condiciones establecidas por

el laboratorio

Estas condiciones son monitoreadas y registradas automaticamente por el software 3sense del
laboratorio y en caso de que se encuentren fuera de estos rangos deben suspenderse los analisis.

4.2.3 Verificacion de patrones y otros equipos.

A fin de confirmar que los equipos a utilizar en el ensayo se encuentran en condiciones
adecuadas para realizar el servicio, se inspecciona que se haya realizado la verificacion diaria de
los equipos de pesaje como la balanza gramera y el diluctor gravimétrico, de acuerdo con el
procedimiento PROC-TC-005, se debe garantizar la desinfeccién de la cabina y que haya
permanecido al menos 60 minutos con luz-UV encendida, se debe garantizar que antes de cada
ensayo se realice una adecuada limpieza y desinfeccion de mesones e implementos a utilizar,
ademas haber realizado una aspersién en los ambientes de acuerdo al PROC-TC-031.

Ademas, revisar Stock de los reactivos y medios de cultivo a utilizar en el proceso, fichas de bioseguridad
y matriz de compatibilidad, fecha de vencimiento de los reactivos y medios de cultivo, Cantidad necesaria
por utilizar o preparar de reactivo o medio de cultivo dependiendo del nimero de muestras.

Antes de cualquier uso de los equipos se debe revisar la carpeta de mantenimientos y calibraciones,
verificar que el equipo se encuentra en las condiciones adecuadas para su uso y no requiere alguna
intervencién.

4.2 Manejo del item.

Para la identificacién, manejo, transporte, almacenamiento y descarte de la muestra, se siguen las
instrucciones dadas en el procedimiento PROC-TC-008 Procedimiento de aseguramiento de
integridad de las muestras bajo servicio.

Al tomar de la porcién de analisis, la muestra debe estar a temperatura ambiente y correctamente
homogenizada a excepcién de las muestras que requieran almacenarse en refrigeracion.

4.3 Medidas de seguridad.

Se deben seguir las siguientes medidas de seguridad antes y durante la realizacién del servicio:
Verificar que todos los reactivos preparados en el laboratorio al momento de realizar el ensayo o
los que se encontraban almacenados se encuentren identificados conforme al formato FOR-TC-
024 “Formato para rotular reactivos elaborados en el laboratorio” y garantizar que ninguno se
encuentre vencido. En caso de que se encuentre alguna anomalia al respecto, avisar a la Direccién
Técnica a través del Lider de Laboratorio.
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Durante el andlisis tener en cuenta que se debe seguir el procedimiento
modificar ningun parametro.

aqui descrito sin

Tener en cuenta las instrucciones dadas en el reglamento interno de trabajo PROC-GC-015

Reglamento Interno AOXLAB S.A.S, capitulo XV.

4.4 Patrones y equipos de medicién
Para realizar el ensayo se utilizan los siguientes equipos y componentes clave:

Balanza gramera con resolucién de 0.01 g
Vortex

Transfer pipeta de 1000 pl

Transfer pipeta de 100 pl

Bano de agua a 45 °C

Cabina de bioseguridad

Incubadora a 30° £ 1°C

Homogenizador de muestras (Stomacher)

Nevera almacenamiento de medios entre 0-8 °C
Computador

4.5 Materiales y consumibles

Puntas para transfer pipeta de 1000 pL

Puntas para transfer pipeta de 100 pL

Bolsas whirl pak estériles 18 onzas

Gradillas

Cajas de Petri plasticas estériles de 90 a 100 mm
Asa y/o rastrillo microbiolégico

Probeta de 100 mL previamente esterilizada
Guantes de latex sin talco

Aspersor

Dilucult con resolucién de 0.01 g (Equipo de pesaje y dilucién de muestras)

El material reutilizable debe haber sido previamente lavado, secado y esterilizado (Ver PROC-

TC 026-027)

4.6 Instrucciones de ensayo.

4.6.1 Preparacion de soluciones

Solucion Cantidad reactivo Cantidad Solvente

Observaciones

Agar Selectivo para B.
cereus.

Segun especificaciones
de casa comercial

Segun especificaciones
de casa comercial

Preparar 15 a20 mL

por cada caja de
Petri.

Segun especificaciones
de casa comercial

Segun especificaciones

Agar Base .
de casa comercial

Preparar 15 a20 mL

por cada caja de
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Petri.
A leto o MYP
garcompieto o . e . . . Preparar 15 a 20 mL
(Agar selectivo + Segun especificaciones Segun especificaciones or cada caia de
polimixina B + Emulsién de de casa comercial de casa comercial P )

yema de huevo) Petr.

Se disuelve el

Solucion de Polimixina B Sulfato de polimixina B Agua destilada estéril reactl‘v'o enaguay se
59 5mL adiciona al agar
estéril.

Disponer dela
cantidad que se

Agar Sangre Desfibrinada Preparadas y listas para Preparadas y listas para requiera segun las

de Cordero usar usar

pruebas de

confirmacion.

L. Seqgun especificaciones Segun especificaciones Preparar 9 mL por

Agua Peptonada Estéril 9 P . 9 P . P P

de casa comercial de casa comercial cada tubo.
Emulsion de Yema de

Ver Nota? Ver Nota? Ver Nota?

huevo

NOTA: Para la preparacion de la emulsién de Yema de huevo es necesario utilizar huevos de gallina frescos
con la cascara intacta y seguir las siguientes instrucciones:

Lave los huevos con detergente liquido y un cepillo, luego enjuaguelos con agua corriente. Sumérjalos en
etanol al 96% (v/v) durante 30 segundos y séquelos. Siguiendo un procedimiento aséptico, rompa cada
huevo y separe la yema de la clara transfiriendo el contenido repetidamente de una mitad de la cascara a
la otra. Coloque las yemas en una probeta medidora esterilizada y agregue cuatro partes de agua
esterilizada por cada parte de yema. Transfiera la mezcla asépticamente a un matraz estéril y mezcle
vigorosamente.

Caliente la mezcla durante 2 horas en un bafio de agua mantenido entre 44°Cy 47°C y luego, deje reposar
de 18 a 24 horas a 5°C + 3°C para permitir la formacién de un precipitado. Recoja asépticamente la
emulsion sobrenadante para emplearla. Esta solucion puede almacenarse a 5°C = 3°C por un periodo
maximo de 72 horas.

4.6.2 Inoculacion e incubacion

En caso de que el producto sea liquido, utilice una pipeta estéril para transferir directamente 0,1 mL de la
muestra a cada caja de agar (Ver grafica 1). Aseglrese de distribuir la muestra de manera homogénea
sobre toda la superficie del agar para obtener resultados consistentes.
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Para productos sélidos u otros tipos de muestras, prepare una suspension inicial pesando 10 g y/o mL de
la muestra y llevando el volumen total a 100 mL con agua Peptonada tamponada, de acuerdo con el
procedimiento PROC-TC-199. A continuacién, agregue 0,1 mL de esta suspensién a cada una de las placas
de agar, asegurandose de distribuir la muestra de manera uniforme.

SIEMBRA POR EXTENSHIN

La muestra se Se extiende Tras incubar se cuenta el
pone sobre la uniformemente nimero de UFC y se
superficie con una espatula refieren a 1 ml

Grafica 1: Siembra por superficie.
Si se requiere, transfiera T mL de la suspensién original al tubo 1 que contiene 9 mL de medio de cultivo o

solucién diluyente. Repita este proceso de tubo en tubo hasta lograr la dilucién necesaria segin lo
indicado en la grafica 2. Este enfoque garantizara resultados mas precisos, especialmente cuando se
trabajan con muestras de alta concentracion de microorganismos.

-8

Muestra liguida 107 10! 1072 10
Muestra sélida(1077) (10%) (1079 (10

Grafica 2: Diluciones seriadas

Cuando se busca estimar niUmeros bajos de B. cereus spp en ciertos productos, es posible aumentar los
limites de deteccién en un factor de 10, al examinar 1 mL de la muestra si el producto inicial es liquido, o 1
mL de la suspension inicial en el caso de otros productos. Para ello, distribuya por duplicado 1 mL del
inoculo en la superficie de una placa de Petri grande (140 mm) o en la superficie de tres placas pequenas
(90 mm), utilizando un asa de Hockey o Digralsky estéril. Este método permite una deteccidén mas precisa,
especialmente en situaciones donde se requiere una mayor sensibilidad.

Con cuidado, extienda el inéculo sobre la superficie de la placa de agar tan rdpidamente como sea posible,
evitando el contacto del asa con los lados de la caja. Posteriormente, deje las placas tapadas durante
aproximadamente 15 minutos a temperatura ambiente para permitir que el inéculo se absorba en el agar.
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Luego, invierta las placas preparadas e incubelas durante 18 a 24 horas en una incubadora ajustada a 30°C
+1°C.

4.6.3 Recuento de UFCy Calculos

Después del periodo de incubacion, seleccionar placas, preferiblemente en dos diluciones sucesivas, que
contengan menos de 150 colonias.

Realice el conteo de las colonias presuntivas de B. cereus en cada placa y exprese el resultado
multiplicando el resultado del conteo previo por 10 y el inverso de la dilucion (ver ecuacion 1).

Las colonias de B. cereus suelen ser grandes y rosadas, lo que indica que no se ha producido la
fermentacién del manitol, y suelen estar rodeadas por una zona de precipitacion, lo que sugiere la
produccién de lecitinasa (consulte la nota 3 para mas detalles). Si hay menos de 15 colonias caracteristicas
en placas inoculadas con el producto liquido o la dilucién mas baja para otros productos, es posible
realizar un recuento estimado

UFC/g o mL = N° de colonias en placa (entre 50 y 150) x inverso de la dilucién x 10

Ecuacion 1: Expresion de los resultados para recuentos en placa de B. cereus spp

Si se distribuyé un inéculo de 1T mL en tres placas, trate estas placas como una sola en todos los
procedimientos de recuento y confirmacién posteriores.

Si las placas de agar correspondientes a la muestra de prueba (productos liquidos) o la suspensién inicial
(otros productos) no contienen colonias presuntivas de B. cereus, se puede reportar el resultado de la
siguiente manera:

e <10 UFC/mL para productos liquidos que se analizan directamente.
e <100 UFC/g o mL para otros productos que se reconstituyen.

NOTA: Si las placas contienen numerosos microorganismos fermentadores de manitol que conducen a la
produccién de acido, entonces el color rosado caracteristico de las colonias de B. cereus puede reducirse o
desaparecer por completo. De manera similar, algunas cepas de B. cereus producen poca o ninguna
lecitinasa por lo que las colonias de estas cepas no estaran rodeadas por una zona de precipitacion. Estas
colonias también deberan someterse a pruebas de confirmacion.

4.6.4 Pruebas de Confirmacion
Seleccione cinco colonias presuntivas de cada placa seleccionada. Si hay menos de cinco colonias en la
placa, tome todas las colonias presuntivas presentes. Si las placas estan saturadas y no es posible
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seleccionar colonias bien aisladas, siembre cinco colonias presuntivas en placas del agar MYP e incube las
placas en una incubadora a 30°C £ 1°C. durante 18 a 24 horas. Posteriormente, seleccione al menos una
colonia bien aislada de color rosa de cada placa y confirme su identidad como se describe a continuacién:

4.6.5 Prueba de hemdlisis en agar sangre de cordero

Inocule las colonias seleccionadas en la superficie del agar sangre de cordero mediante agotamiento,
puncion o estriado, e incube a 30°C + 1°C por 24h = 2h de manera que permita una adecuada
interpretacion de la reaccion de hemdlisis. La confirmacién de Bacillus cereus se basa en su capacidad para
producir hemolisinas, lo que resulta en una reaccion positiva de hemolisis. Esta reaccion debe ser
observada como una zona grisacea clara alrededor de las colonias, indicando la lisis de los glébulos rojos.

NOTA: Calcular el numero de B. cereus en UFC/g de muestra, basado en el porcentaje de colonias,
probadas y confirmadas.

4.6.6 Pruebas confirmatorias complementarias

Opcionalmente, se pueden realizar una serie de pruebas confirmatorias, especificadas a continuacion, para
garantizar que las especies aisladas pertenecen a Bacillus cereus y diferenciarlas de otras especies
bacterianas filogenéticamente relacionadas.

1. Confirmacién de B. cereus Tomar 5 o mas colonias sospechosas provenientes de agar MYP (o su
equivalente) y transferir a tubos con agar nutritivo. Incubar 24 horas a 30°C. Preparar una tincién
de Gram y observar microscopicamente. El B. cereus, en el microscopio se presenta como bacilo
Grampositivo corto, forma cadenas, las esporas pueden ser elipsoidales, centrales o subterminales.
Transferir 3 asadas de cada tubo de agar nutritivo a 0.5mL de buffer de fosfatos y mezclar en el
voértex. Utilizar esta suspension e inocular los siguientes medios confirmatorios, (también se puede
utilizar el inéculo del tubo de agar nutritivo sin diluir en buffer).

2. Caldo glucosa + rojo de fenol Inocular 3 mL de caldo glucosa rojo de fenol con 1 asada del cultivo
descrito en el punto anterior. Incubar anaerébicamente 24 horas a 35°C en jarra de anaerobiosis.
Agitar los tubos después de la incubacién y observar si se presenta un vire de color que va de rojo
al amarillo, lo que indica la produccion de acido, en condiciones anaerdbicas a partir de la glucosa.

3. Caldo nitratos Inocular 5 mL de caldo nitratos con 1 asada de cultivo descrito en el inciso C. incubar
24 horas a 35°C. Para probar los nitratos, anadir 1.25 mL de los reactivos A y B a cada cultivo
(Reactivos para deteccion de nitratos A (acido sulfanico) y B (N-(1, naftil) etilendiamina). El
desarrollo de un color rojo-naranja en 10 minutos indica la reduccion de nitratos a nitritos.

4. Medio VogesProskauer (VP) Inocular 5 mL del medio VP con una asada de cultivo descrito en el
paso 1. incubar 48+ 2 horas a 35°C. A cada mL de cultivo afadir 0.6 mL de a-naftol y 0.2 mL de
KOH. Agitar y observar el resultado después de 1 hora a temperatura ambiente. La prueba es
positiva de produccién de acetil metil carbinol, si se desarrolla un color rosa o violeta.
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5. Agar tirosina Inocular toda la superficie del agar con una asada del cultivo. Incubar a 35°C por 48
horas. Observar aclaracion de las zonas cercanas al desarrollo, que indica la descomposicion de la
tirosina, examinar las placas negativas con signos obvios de desarrollo e incubar hasta por un total
de 7 dias antes de considerar la prueba como negativa.

4.7 Aseguramiento de la calidad

Para asegurar y controlar la validez de los resultados, por cada lote nuevo del agar se debe realizar
una prueba ecométrica, adicional por cada lote interno de agra preparado se debe realizar un
control positivo con Suspensién de Bacillus cereus ATCC 10876 y un control negativo usando
suspension de Escherichia coli ATCC 25922, se debe realizar un control positivo a una muestra
adicionada con Suspensién de Bacillus cereus ATCC 10876 cada semana en una matriz diferente.
Asi mismo, para cada lote de agar o caldo preparado se debe realizar control de esterilidad
poniéndolos a incubar sin inocular, también se puede realizar como control negativo o blanco
una siembra por superficie del caldo empleado en el agar a usar.

5 RESPONSABILIDADES.

Director técnico

e Asegurar la aplicaciéon del presente documento y tomar decisiones en casos especiales no
contemplados.

e Aprobar los informes técnicos una vez han sido revisados por el Lider de Laboratorio.

e Asesorar y orientar los analistas en la resolucion de dudas e inconvenientes surgidos durante el
desarrollo de los ensayos.

e Realizar o revisar las investigaciones pertinentes a los trabajos no conformes derivados de la ejecucion
del método y autorizar las indicaciones a seguir.

e Establecer los casos en los cuales se realiza la retencion de muestras.

Director de calidad

e Asegurar la aplicaciéon del presente documento y tomar decisiones en casos especiales no
contemplados.

e Realizar y registrar las investigaciones pertinentes a los trabajos no conformes derivados de la
ejecucion del método.

e Archivarlos registros técnicos relacionados con los ensayos.

Lider de laboratorio

e Asegurar la aplicacion del presente documento por el personal subordinado o supervisado.
e Revisar los resultados obtenidos del aseguramiento de calidad del método.
e Revisar los resultados ingresados por el analista, haciendo seguimiento de la trazabilidad del analisis.

Analista
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Revisar los resultados obtenidos del aseguramiento de calidad del método.

Digitar los resultados de los ensayos en la plataforma para el reporte de resultados.

Aplicar el presente documento.

Seguir todas las instrucciones establecidas en este procedimiento y en el reglamento del laboratorio.
Ingresar y entregar todos los resultados en los tiempos pactados.

Entregar formatos de datos primarios completamente diligenciados al lider del laboratorio.

Realizar revision de datos primarios y calculos realizados en los cuadros de mandos, informar al lider
del laboratorio en caso de observar alguna desviacién en los resultados obtenidos teniendo en cuenta
las cartas control.

Registrar los resultados de los ensayos de control de calidad y hacer el anélisis de tendencias de estos.
Realizar la revision de resultados teniendo en cuenta la normativa vigente si esta aplica.

Informar al lider de laboratorio las desviaciones que se den durante el desarrollo del método.

Reportar y registrar los trabajos no conformes derivados del anélisis al lider del laboratorio.

Informar cualquier incidente que suceda durante la realizacion del método.

Revisar que los equipos usados en el desarrollo del método tengan mantenimiento, calibraciéon y/o
verificacion vigente, de acuerdo con el programa de mantenimiento y calibracion.

FORMATOS RELACIONADOS.

FOR-TC-024 “"Formato para rotular reactivos elaborados en el laboratorio”

FOR-TC-075 “Formato para el registro de datos primarios de analisis microbiologicos”
SOFT-TC-027 V5 “Cuadro de mando para ensayos microbiolégicos por recuento V5”

FOR-TC-045 “Formato para el registro de informacion y asignacién de lote de las soluciones preparadas
para uso en los ensayos

7

ANEXOS.

No aplica.
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