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Estandarizacion de métodos analiticos: La investigacion basada en las NOM permite homogeneizar los
procedimientos microbiolégicos, garantizando la comparabilidad y reproducibilidad de los resultados en diferentes
laboratorios y sectores.

Innovacién tecnoldgica aplicada: Se destacan los avances en técnicas moleculares como la PCR, asi como la
automatizacion de procesos analiticos, que optimizan la deteccién de microorganismos patégenos en muestras de
agua y alimentos.

Desarrollo de métodos especificos para condiciones locales: La investigacion incorpora soluciones adaptadas a las
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NOM-210-SSA1-2014 (métodos microbioldgicos en alimentos) es esencial para asegurar la inocuidad alimentaria y
la calidad del agua.
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Capacitacién en técnicas avanzadas: La formacion en técnicas microbiolégicas tradicionales y modernas, como el
analisis de coliformes totales o la identificacién genética de patdgenos, es clave para la transferencia de
conocimientos.

Etica y buenas précticas de laboratorio (BPL): El cumplimiento de las BPL asegura que los resultados obtenidos
puedan ser reconocidos y utilizados en investigaciones a nivel internacional.

Confiabilidad y precision de los métodos analiticos: Los métodos descritos en la NOM son precisos y eficaces para
la deteccion de patdgenos en agua y alimentos, lo que garantiza la proteccién de la salud publica.

Actualizacién constante de la normativa: La evolucion de las técnicas analiticas y los cambios en los perfiles de
patdgenos requieren la actualizacion periddica de las NOM para mantener su relevancia y efectividad.

Importancia de la formacién profesional: La correcta aplicacién de los métodos microbioldgicos exige una
capacitacion continua de los profesionales para asegurar la calidad de los anélisis.

4. Contribucion a la salud publica y la seguridad alimentaria: La investigacion y aplicacion de las NOM han
demostrado ser fundamentales para la prevencion de brotes de enfermedades y la mejora de la calidad de vida en
Meéxico.
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Introduccion

La microbiologia se define como el estudio de los microorganismos (Foddai et al., 2020), seres que no
se pueden apreciar a simple vista y los cuales se han ido reconociendo a lo largo del tiempo gracias a las
mejoras y las diversas técnicas en microscopia, cultivos, purificacion, entre otras. Estas técnicas han
impulsado otras areas como ciencia la bioquimica, genética, medicina, veterinaria y muchas més. En el
area de alimentos, la microbiologia desempefia un papel fundamental, ya que permite mantener la calidad
e inocuidad de los mismos. Es un aspecto clave en el monitoreo y control de la vigilancia sanitaria,
apoyandose en las Normas Oficiales Mexicanas y en documentos aprobados por la Comision Federal de
Proteccién contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS); quiénes se encargan de mantener entre los limites
permisibles lo que esta al alcance de la poblacion y que estan contenidos en los documentos antes
mencionados. Por lo anterior, la demanda de alimentos de alta calidad ha aumentado de manera constante
como respuesta a las presiones del mercado y a otros factores. El concepto de calidad de los alimentos
ha evolucionado gradualmente para adaptarse a los cambios en las percepciones de los consumidores, asi
como a los avances tecnoldgicos disponibles, con el fin de mejorar la trazabilidad, la seguridad
alimentaria y la garantia de calidad. (Djekic et al, 2023).

La capacidad de detectar rapidamente patdgenos viables en los alimentos es fundamental por
razones de salud publica y seguridad alimentaria. Algunos métodos mas actuales estan basados en el uso
de fagos, y son prometedores en términos de velocidad y sensibilidad de deteccidn; sin embargo, su costo
es elevado. En contraste, los métodos tradicionales de deteccion, basados en medios cultivos, permiten
demostrar la viabilidad microbiana, pero tienden a ser laboriosos y requieren mucho tiempo, aunque
alcanzan el mismo resultado (Foddai et al, 2020). Sin importar la metodologia elegida, la prioridad es
prevenir las enfermedades transmitidas por los alimentos causadas por patdgenos, siendo este el principal
objetivo para la seguridad alimentaria. Por otra parte, para entender mejor el comportamiento bacteriano,
la deteccion eficaz y la inactivacion eficiente de bacterias patdgenas son actualmente el centro de
atencion en la investigacion de este campo. Se ha propesto que las bacterias pueden ser inducidas a
adoptar un estado viable pero no cultivable (VBNC) bajo tensiones ambientales externas adversas, lo que
les impide la formacion de colonias visibles durante el cultivo tradicional, aunque permanezcan
metabolicamente activos y toxicas. (Zhang et al, 2023).

Para ello, es significativo que las determinaciones analiticas de los diferentes patégenos
especificos e indicadores microbianos sea prioritarios, con el fin de demostrar que la funcionalidad del
método empleado es adecuado y que el laboratorio de ensayo cumple con ciertos criterios como el uso
de métodos y equipos calibrados y verificados para asegurar la confiabilidad de los resultados. Ademas,
el analista que realiza dichas mediciones debe ser competente, estar capacitado y calificado para
desempefiar las funciones asignadas, evaluando también de manera periddica el desempefio técnico del
laboratorio. Es importante mantener la consistencia en las mediciones que se efecttian en cualquier otro
laboratorio y; contar con procedimientos bien definidos de control y aseguramiento de la calidad (NMX-
EC-17025-IMNC-2018). En cada uno de los capitulos contenidos en el presente libro se compilan las
metodologias reglamentarias extraidas de las normas mencionadas anteriormente; destacando la
determinacion de patégenos especificos como la Salmonella sp., inicialmente identificada en muestras
clinicas y posteriormente adaptandose metodologias para su deteccion en alimentos. Su determinacion
se divide en cuatro etapas; a) pre-enriquecimiento; b) enriquecimiento selectivo; c) aislamiento en medios
de cultivos selectivos y diferenciales y, d) la identificacion bioquimica y confirmacion seroldgica de los
aislados (NOM-210-SSA1-2014). Por otra parte, se incluyen a los denominados indicadores como es el
caso de los coliformes, para los cuales se utilizan actualmente tres grupos (coliformes totales, fecales y
E. coli) como indicadores de la calidad sanitaria del agua o de las condiciones sanitarias en el
procesamiento de alimentos, aplicando el método del Nimero Mas Probable, que se divide en una prueba
presuntiva y otra confirmativa (NOM-210-SSA1-2014). Se espera que esta informacion sirva de guia y
apoyo para la correcta aplicacion de las metodologias en busqueda de un buen resultado analitico.

Objetivo General

Proponer un marco de referencia para el procesamiento de las muestras de alimentos (crudos, cocidos,
condimentados, etc.) y aguas de uso, consumo, desecho y contacto humano (purificada, potable,
residuales, de mar, etc.) que se analizan a nivel microbioldgico, utilizando los métodos de prueba
establecidos por las Normas Oficiales vigentes para obtener resultados confiables y de calidad.
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Metodo de prueba No. 1. Estimacion de la densidad microbiana de Coliformes totales
por la técnica del NUmero Mas Probable (NMP)

1. Introduccion

El método del Nimero Mas Probable (NMP) consiste de una prueba presuntiva y confirmativa. La serie de
5010 tubos se utiliza dependiendo de la contaminacion esperada y del grado de exactitud deseado. Se basa
en la dilucién de la muestra en tubos multiples o en muestras directas, de tal forma que todos los tubos de
la mayor concentracion de nutrientes sean negativos. Se basa en la propiedad de los microorganismos
Coliformes para producir gas como resultado de la fermentacion de la Lactosa y en la mayoria de los casos
se acomparia de turbidez en todo el caldo dentro de las 24 a 48 horas de incubacion a 35 + 0.5°C,
manifestandose en las pequefias campanas Durham.

2.  Objetivo

Describir la técnica para estimar la densidad microbiana de Coliformes Totales por la técnica del Numero
Més Probable (NMP) de bacterias viables en muestras de aguas.

3. Alcance

Este método se aplica estimando el numero de Coliformes Totales por medio de la técnica del nimero méas
probable (NMP) después de la incubacién, especialmente en productos que se encuentran en bajas
concentraciones de microorganismos (<10 UFC/g o mL). Se aplica en su mayoria en muestras de Hielo y
Aguas de uso y consumo humano: Purificada, Potable, Pozo, Manantial, Uso recreativo.

4.  Referencia normativa

NOM-210-SSA1-2014, Productos y servicios. Métodos de prueba microbiol6gicos. Determinacion de
microorganismos indicadores. Determinacion de microorganismos patégenos. Apéndice Normativo H.
Método aprobado para la estimacion de la densidad de Coliformes Totales, Fecales y E. coli por la técnica
del NMP presentes en muestras de alimentos para consumo humano y agua.

5. Términos y definiciones

- Agua para uso y consumo humano: agua que no contiene contaminantes objetables, quimicos o
agentes infecciosos y que no causa efectos nocivos para la salud.

- Agua potable: aquella cuyo uso y consumo no causa efectos nocivos al ser humano, para lo cual debe
cumplir con los requisitos que establece el Reglamento y la Norma Oficial Mexicana correspondiente.

- Agua purificada: aquella sometida a un tratamiento fisico o quimico que se encuentra libre de agentes
infecciosos, cuya ingestion no causa efectos nocivos a la salud y que ademas debe cumplir con los
requisitos que se establecen en la Norma Oficial Mexicana correspondiente.

- Campanas Durham: se utilizan para determinar la produccion de gases en microorganismos.

- Grupo coliforme: bacilos cortos Gram negativos, aerobios o anaerobios facultativos, sin formacion
de espora, que fermentan la lactosa con produccion de acido y gas dentro de las 48h cuando se incuban
a 35°C.

- Hielo purificado: envasado (embolsado), aquel que se obtiene a partir de agua purificada que ha sido
sometida a proceso de cristalizacion, cuya ingestién no cause efectos nocivos para la salud, y para su
comercializacion se presenta embolsado y que ademas cumple con los requisitos que se establecen.

- Muestra: cantidad de material que posee todas las caracteristicas fisicas, fisicoquimicas y
microbioldgicas del producto a evaluar.

- Numero Mas Probable (NMP): término que debe utilizarse para reportar Coliformes.

- Producto a granel: producto que debe pesarse, medirse o contarse en presencia del consumidor al
momento de su venta.




6. Materiales, equipos e instrumentos
- Asa de platino de aproximadamente 5 mm de diametro.
- Batas
- Campanas de fermentacion Durham.
- Cubre bocas.
- Gasas.
- Gradillas para tubos de 16 x 150 mmy 25 x 200 mm
- Guantes desechables de latex.
- Pipetas bacteriologicas graduadas de 5 mL, 10 mL y 25 mL y protegidas con tapon de algodén.
- Pipetores.
- Tubos de 16 X 150 mm y 25 x 200mm.
- Vaso de precipitado de 500 mL.
- Enfriador eléctrico de 2-8°C.
- Incubadora que mantenga una temperatura de 35°C + 0.5°C.
- Termdmetros de inmersion con division minima de 0.5°C calibrado y/o verificado.
- Termdmetros de inmersion de 22- 55°C con subdivisiones de 0.1°C calibrado y/o verificado.
- Mecheros Bunsen.
Nota: Todo el material que tenga contacto con las muestras se esterilizara en Horno durante 2h a 170-175°C
0 1h a 180°C; o en autoclave durante 30 min a una temperatura de 121°C. El material de vidrio puede
sustituirse por material desechable que cumpla con las especificaciones deseadas. No debe usarse material
de vidrio dafiado por esterilizacion repetida y éste debe ser quimicamente inerte.
7. Reactivos
- Caldo Lauril Sulfato (CLS) de concentracion Sencilla, doble o triple (segun prueba).
- Caldo Verde Brillante Lactosa Bilis. (CVBLB)
Nota: Los reactivos y medios de cultivo, se preparan segun las indicaciones del fabricante.
8.  Fase Pre-analitica
8.1 Condiciones ambientales
La prueba se debe realizar a temperatura ambiental entre 18- 27°C y de 50-65% de humedad.
8.2 Preparacion de la muestra
Las muestras congeladas deben mantenerse en refrigeracion (2-5°C) un maximo de 18h antes de su analisis,
sin llegar a la descongelacion. Para muestras congeladas originalmente liquido (ejemplo: hielo), fundir por

completo en bafio de agua de 40- 45°C un tiempo maximo de 15 minutos y homogeneizar agitando
vigorosamente.



5

Homogeneizar la muestra antes de iniciar el proceso, agitando vigorosamente la muestra 25 veces
en un arco de 30°C por 7s. Para el caso de los garrafones, rotar sobre la superficie de la mesa para poder
lograr una homogenizacion aceptable.

8.3 Preparacion del material de trabajo
a)  Procedimiento para agua purificada y hielo.

Se agitara la muestra de manera manual. Se transferiran 20 mL de ella a cada uno de los 5 tubos de 20 x
200 mm los cuales contengan 10 mL de CLS de concentracion triple [3].

b)  Procedimiento para agua de uso y consumo humano

Transferir 10 mL de la muestra cada a uno de los tubos, siendo un total de 10 tubos de 25 x 200 mm con
10 mL de CLS de concentracion doble [2].

c) Procedimiento para agua de uso recreativo

Utilizar 5 tubos de CLS concentracién doble [2] para agregar 10 mL, 5 tubos de CLS concentracién sencilla
para 1 mL y 5 tubos de CLS concentracion sencilla para 0,1 mL de muestra respectivamente, hacer
diluciones decimales cuando se espere una densidad microbiana alta y considerarlo para el calculo.

Nota: Verificar que las campanas de fermentacion Durham (a, b, ¢) colocadas en cada uno de los
tubos no contengan burbuja antes de meter a incubacién

9. Fase analitica
a)  Prueba presuntiva

Iniciar segln se indica en cada procedimiento ya sea inciso a, b 6 ¢ para las muestras a analizar. Incubar los
tubos en la estufa a 35°C + 0.5°C. Examinar a las 24 h y observar si hay formacion de gas. Si la formacion
de gas no se observa en este tiempo, incubar por 24 h méas y anotar resultados.

b)  Preparacion del control

Asi mismo correr 3 tubos de CLS simultdneamente con las muestras, uno inoculado con Enterobacter
aerogenes como control positivo, otro con Staphylococcus aureus como control negativo y uno sin inocular
como control de esterilidad. Incubar los tubos en la estufa a 35°C + 0.5°C. Examinar a las 24 h y observar
si hay formacidn de gas. Si la formacion de gas no se observa en este tiempo, incubar por 24 h méas y anotar
resultados.

c)  Prueba confirmativa

Partiendo de la lectura preliminar de la prueba anterior, de cada tubo que muestre formacion de gas, se
tomara una muestra con el asa y se sembrara en un niumero igual de tubos de bioquimica 16 x 150 mm los
cuales contengan 10 mL de CVBLB para la confirmacién de organismos Coliformes Totales los cuales
contienen en su interior campanas de fermentacion Durham. Verificar que estos Gltimos no contengan
burbuja antes de incubar los tubos a 35°C £ 0.5°C.

Examinar a las 24h £ 2h y observar si hay formacién de gas; al no observarse en este tiempo, incubar por
24h + 2h mas y anotar resultados.

10.  Fase Post- analitica
a) Desecho de residuos

Se desecharan de acuerdo a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Proteccion ambiental - Salud ambiental -
Residuos peligrosos biolégico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo.



b)  Lavado de material

Lavar el material utilizado en la determinacion conforme al Procedimiento interno para el Aseguramiento
de la Calidad de los Resultados Analiticos.

11. Célculos

Calcular la densidad microbiana en Numero Mas Probable de Coliformes totales consultando las tablas
correspondientes de acuerdo con la serie de tubos empleados. Para el analisis de resultados, las tablas se
encuentran inmersas en la NOM-210-SSA1-2014, Productos y servicios. Métodos de prueba
microbiologicos. Determinacion de microorganismos indicadores.

12. Interpretacion de los resultados

Expresar las unidades en NMP/100 mL para agua. Cuando se obtienen resultados negativos (ausencia de
gas en los tubos), informar el limite de deteccion que corresponde a menos de una vez el valor méas bajo del
NMP de la tabla utilizada (<1,1), que para el caso de las aguas de uso y consumo humano por acuerdo
internacional se informa como “No Detectable” o “ND”.

13. Validez de la prueba

El método debe cumplirse con estricto apego a la referencia normativa. Para que la prueba tenga validez
deben incluirse cepas de Enterobacter aerogenes ATCC 13048 y Staphylococcus aureus ATCC 25923 o
6538 que sean tomadas de las cepas de referencia por cada lote de muestras procesadas.

14. Medidas de seguridad

- Usar bata de laboratorio, cubre bocas, guantes estériles.

- Verificar que el lugar de trabajo esté limpio.

- Revisar que los reactivos y materiales para el proceso de las muestras estén completos y debidamente
identificados.

- Lavarse las manos antes y después del proceso.

- Al término de uso de las cepas de trabajo, se desecharan de a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002.
Proteccién ambiental- Salud ambiental- Residuos peligrosos bioldgicos- infecciosos- Clasificacion y
especificaciones de manejo.

- Descontaminar el material después de su uso de acuerdo a los procedimientos correspondientes.

15. Medidas de control de calidad

- Verificar la funcionalidad del proceso analitico mediante cepas control las cuales deberan demostrar
pureza y viabilidad de las mismas.

- Prueba confirmativa: Correr 3 tubos de caldo VB simultaneamente con las muestras; cada uno con
Enterobacter aerogenes como control positivo y Staphylococcus aureus como control negativo y
testigo de esterilidad.

- En el control de esterilidad anotar observaciones sélo en caso de presentar algin crecimiento en el
medio.

- Lectura y registro de temperaturas de incubacion con termémetros calibrados y verificados

- Todos los equipos e instrumentos deberan estar incluidos en un programa de calibracion,
mantenimiento preventivo y verificacion, de acuerdo a las caracteristicas del equipo.



16. Apéndice

Box 1
Control (+) Control (-)
E aerogen:y S. aureus/
20 mL de muestra directa p/c<§ <§
tubo
Testigo de
VVYVVY l l esterilidad
|
Caldo Lauril Sulfato n
Triptosa [3]10 mL p/c !
tiihn [ ']
Incubar de 24 -48 h £ 2 h a 35°C + 0.5°C
NO Observar
Gas (-) formacion
Turbidez (+/- de gas
((Fin del nroceso)) Gas (+)
sl Turbidez
Figural

Diagrama para la determinacién de coliformes totales para agua y hielo purificado (fase presuntiva)
Fuente: Elaboracion propia

Box 2

Control (+) Control (-)

E aeroaen(y S. aureus /

10mL de muestra directa (Aguas de
Abastecimiento) p/c tubo
l l Testigo de

vVVVV VY VY esterilidad

vy
Caldo Lauril Sulfato [2] %% %
10ml nl/e tithn

Incubar 24-48 h a 35°C + 0.5°C

Gas (-)

Observar
formacion
do nac

Tomar con el asa una muestra de
l c/tubo positivo y sembrar

v |

(CFin dal nmmen)

Figura 2

Diagrama para la determinacion de coliformes totales para agua de abastecimiento (fase presuntiva)
Fuente: Elaboracion propia



Box 3

10mL de muestra 1mL de muestra p/e 0.1mL de muestra

%

Control (+) Control (-
100mL de E aerogenes , S aureus
muestra / /

Testigode
. P[ ¢ tubo tubo p/c tubo esterilidad
Caldo Lawril [2]
10mL p/c tubo yvvyy *é y ¥ |
T TR R

Caldo Lauril [1] 10mL g/c tubo

Observar
formacioén de

Gas (=)
Turbidez (+/-)

(C Fin del proceso ))

Gas (+)
s Turbidez (+)

Figura 3

Diagrama para la determinacién de coliformes totales para agua de uso recreativo (fase presuntiva)

Fuente: Santos y Ruiz, 2024



Box 4
Tomar con el asa una muestra de E(;?rtggé;és Control (-)
c/tubo positivo y sembrar. / / S aureus /

/? g Testigo de
esterilidad
Caldo VB
10 mL p/c tubo que se utilice

!

Incubar de 24 -48 h £ 2 h a 35°C + 0.5°C

v

Gas ()
Turbidez (+/-)

Observar formacion
de gas

NO

CC Fin de‘lrproces° ))

Gas (+)
SI Turbidez (+)
\ 4

Calcular el NMP de Coliformes Totales de acuerdo
con la tabla y reportar

v

(( Fin del proceso ))
Figura 4

Diagrama de la fase confirmatoria para la determinacion de coliformes totales (figuras 1, 2y 3)
Fuente: Elaboracion propia
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Meétodo de prueba No. 2. Determinacion de Coliformes totales en placa

1. Introduccion

El método permite determinar el nimero de microorganismos Coliformes presentes en una muestra,
utilizando un medio selectivo (Agar Rojo Violeta Bilis) en el que se desarrollan bacterias a 35°C en
aproximadamente 24 h, dando como resultado la produccion de gas y acidos organicos, los cuales
cambian el indicador de pH y precipitan las sales biliares.

2. Objetivo

Describir la técnica para determinar la cantidad de Coliformes Totales en Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) presentes en alimentos.

3. Alcance

Este método se aplica para determinar el nimero de microorganismos Coliformes totales presentes en
productos alimenticios por medio de la técnica de cuenta en placa. Entre los grupos de interés se
encuentran:

- Alimentos preparados (cocidos, salsas cocidas y ensaladas).

- Productos Lacteos y pasteurizados.

- Aguas Preparadas 4cidas y neutras.

- Superficie vivas e inertes.

- Otros (masa, tortilla, pan y galleta).

4. Referencia normativa

NOM-113-SSA1-1994. Bienes y servicios. Método para la cuenta de microorganismos Coliformes
totales en placa.

Se complementa con:

NOM-243-SSA1-2010, Productos y servicios. Leche, formula lactea, producto lacteo combinado y
derivados lacteos. Disposiciones y especificaciones sanitarias. Métodos de prueba.

NOM-110-SSA1-1994. Bienes y Servicios. Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para su
analisis microbiologico.

NOM-092-SSA1-1994 Bienes y Servicios Método para la cuenta de Bacterias aerobias en placa.
5. Términos y definiciones
- Grupo coliforme: bacilos cortos Gram negativos, aerobios o anaerobios facultativos, sin formacion

de espora, que fermentan la lactosa con produccion de &cido y gas dentro de las 48h cuando se
incuban a 35°C.

- Muestra: cantidad de material que posee todas las caracteristicas fisicas, fisicoquimicas y
microbiologicas del producto a evaluar.

- Sales biliares: son las sales de los &cidos biliares, pueden ser sales sddicas o0 potésicas.

- UEC: término que debe utilizarse para reportar las Unidades Formadoras de Colonias presentes en
las placas de agar.


http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cidos_biliares
http://es.wikipedia.org/wiki/Sodio
http://es.wikipedia.org/wiki/Potasio
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6. Materiales, equipos e instrumentos

Balanza Analitica Digital.
- Barfio de agua con cubierta que mantenga una temperatura de 45°C.
- Contador de colonias.
- Enfriador eléctrico de 2- 8 °C.
- Homogeneizador peristéltico (Stomacher)
- Incubadora que mantenga una temperatura de 35°C + 1°C.
- Mecheros Bunsen.
- Termdmetros de Liquido en vidrio de 20-50°C y de -5-20°C. calibrado y/o verificado.
- Asas desechables de aproximadamente 1 mm de didmetro.
- Batas
- Bolsas de Stomacher
- Cajas de Petri estériles de 15 X 100 mm de plastico o vidrio
- Cubre bocas.
- Gasas.
- Gradillas para tubos de 16 x 150 mm
- Guantes desechables de latex.
- Pipetas bacterioldgicas graduadas de 5 mL y 10 mL protegidas con tapon de algodon.
- Pipetores.
- Tubos de 16 X 150mm.
- Vaso de precipitado de 500 mL.
- Utensilios como tenedores, cucharas, cuchillos y/o bisturi.
Nota: Todo el material que tenga contacto con las muestras se esterilizara en Horno durante 2h a 170-
175°C 0 1h a 180°C; o en autoclave durante 30 min a una temperatura de 121°C. EIl material de vidrio
puede sustituirse por material desechable que cumpla con las especificaciones deseadas. No debe
usarse material de vidrio dafiado por esterilizacidn repetida y éste debe ser quimicamente inerte.
7.  Reactivos
- Solucion reguladora de fosfatos (Buffer).
- Agar Rojo Violeta Bilis Lactosa (ARVBL).
Nota: Los reactivos y medios de cultivo se preparan segun el fabricante.

8. Fase Pre-analitica

8.1. Condiciones ambientales
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La prueba se debe realizar a temperatura ambiental entre 18- 27°C y de 50-65% de humedad.
8.2. Preparacion de la muestra

Verificar que el lugar de trabajo esté limpio, todos los reactivos y material para el proceso de las muestras
este completo y debidamente identificado.

Las muestras congeladas deben mantenerse en refrigeracion (2-5°C) un maximo de 18 h antes de
su analisis, sin llegar a la descongelacion.

Para muestras congeladas de un alimento originalmente liquido o licuable (ejemplo: saborines,
bolis, paletas), fundir por completo en bafio de agua de 40- 45°C un tiempo mé&ximo de 15 minutos y
homogeneizar agitando vigorosamente la muestra 25 veces en un arco de 30° por 7s

8.3. Preparacion del material de trabajo.
Para el caso del ARVB estar previamente fundido.
9. Fase analitica
a) Determinacion de coliformes totales en placa (UFC)

Se pesa una cantidad de 10 g de la muestra por analizar en un recipiente de tamafio adecuado el cual
contiene un volumen de 90 mL del diluyente llevado a una temperatura similar a la de la muestra.

Se opera en el Stomacher de 1 - 2 min; hasta obtener una suspension completa. Esta se considera
la dilucion 10, En caso de hacer otras pruebas donde se realice dilucion de 25 g de muestra con 225
mL de diluyente se usara este tipo de dilucion para la realizacion de esta prueba. Homogeneizar la
muestra antes de iniciar el proceso.

Se colocan cajas de petri por duplicado y se inocula 1mL del homogeneizado, utilizando para tal
propdsito una pipeta estéril. Se realizan por lo menos 2 diluciones consecutivas. Posteriormente se vierte
de 10 a 15 mL del medio de ARVB (fundido y mantenido a 45°C + 1°C en bafio de agua) y apilar en
torre.

Se mezcla cuidadosamente el in6culo con el medio, con 6 movimientos de derecha a izquierda,
6 movimientos en el sentido de las manecillas del reloj, 6 movimientos en el sentido contrario al de las
manecillas del reloj y 6 de atras hacia delante, sobre una superficie lisa y nivelada permitiendo que la
mezcla solidifique dejando las placas de Petri reposando sobre una superficie horizontal fria. También
se preparara una caja control con 15 mL de medio para verificar la esterilidad.

Después de que el medio esté completamente solidificado en la caja, se vierte aproximadamente
una segunda capa de 4 mL de espesor del medio ARVB, en la superficie del medio inoculado. Se deja
solidificar; posteriormente se invierten las placas (boca abajo) y se colocan en la incubadora a 35°C
durante 24 h.

Seleccionar las placas que contengan entre 15 -150 colonias. Las colonias tipicas son de color
rojo oscuro, generalmente se encuentran rodeadas de un halo de precipitacion debido a las sales biliares,
el cual es de color rojo claro o rosa, la morfologia colonial es semejante a lentes biconvexos con un
didmetro de 0.5-2.0 mm.

b)  Especificaciones de la cuenta en placas de microorganismos coliformes totales

Después de la incubacion, contar las placas que se encuentren en el intervalo de 15 - 150 colonias
caracteristicas, con ayuda del contador de colonias y el registrador, las placas de al menos una de las tres
diluciones deben estar en el intervalo mencionado. Cuando solo una dilucidn esté en el intervalo, siga el
ejemplo 1 en la tabla del Apéndice. Calcular la cuenta promedio por gramo o mililitro de producto,
multiplicando el nimero de colonias por el inverso de la dilucion correspondiente.

Cuando dos diluciones estan en el intervalo apropiado, determinar la cuenta promedio dada de
cada dilucion antes de promediar la cuenta de las dos diluciones para obtener la cuenta en placa por
gramo o mililitro, véase en tabla, ejemplo 2.
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Con el fin de unificar los criterios para el reporte de las cuentas en ensayos donde las placas
presenten situaciones contempladas en los ejemplos anteriores, se presentan las siguientes guias:

Cuando las placas corridas para la menor dilucién muestran cuentas de menos de 15 colonias,
contar el nimero de colonias presentes en dicha dilucién, promediar el nimero de colonias y multiplicar
por el factor de dilucion para obtener el valor estimado de cuenta en placa. Aclarar en su informe esta
situacion agregando la leyenda “valor estimado”, véase tabla, ejemplo 3.

Cuando el nimero de colonias por placa exceda de 150, contar las colonias en aquellas porciones
de la placa que sean representativas de la distribucion de colonias. Contar, por ejemplo, una cuarta parte
0 una mitad del area de la caja y multiplicar el valor obtenido por 4 6 2, respectivamente. Si solamente
pueden contarse algunos cuadros, considerar que el fondo de una caja de petri de 100 mm. de didmetro
contiene 65 cuadros de la cuadricula del contador. Entonces contar el cuadro y multiplicar por 65, aclarar
en el informe esta situacion agregando la leyenda “valor estimado”, véase tabla, ejemplo 4.

Las colonias extendidas pueden presentarse en las siguientes formas:

- Cadenas de colonias no separadas claramente entre si que parecen causadas por la desintegracion de
un cumulo de bacterias.

- Colonias que se desarrollan en pelicula entre el agar y el fondo de la caja.
- Colonias que se desarrollan en pelicula en la orilla de la caja sobre la superficie del agar.

- Colonias de crecimiento extendido y en algunas ocasiones acompafiadas de inhibicion del
crecimiento, que en conjunto excede el 50% de la superficie de la caja o represion del crecimiento
que por si mismo excede el 25% de la superficie de la caja.

Cuando es necesario contar en cajas que contienen colonias extendidas que no estan incluidas en
(d), contar con cualquiera de los tipos (a), (b), (c), como provenientes de una sola fuente. En el caso de
las colonias del tipo (a), si la caja contiene una sola cadena, contar como sola una colonia, si la caja
contiene varias cadenas que parecen originarse de fuentes separadas contar cada cadena como colonia
individual. No contar cada colonia de la cadena individualmente.

Las colonias del tipo (b) y (c), generalmente se observa como crecimiento diferenciable de otras
colonias y se cuentan como tales. Los crecimientos tipo (d), reportarlo como crecimiento extendido. En
el caso que una dilucién se encuentre dentro del rango y la otra dilucion presente colonias de crecimiento
extendido, reportar la dilucion en la que se puedan contar las colonias, tabla, ejemplo 5.

Cuando las placas de todas las diluciones no muestran colonias, reportar la cuenta en placa como
menor que una vez el valor de la dilucion mas baja usada, véase tabla, ejemplo 6.

Sien las placas no hay colonias caracteristicas, reportar el resultado como: menos de un coliforme
por 1/d por gramo, en donde d es el factor de dilucion.

Cuando una placa tiene entre 15y 150 colonias y su duplicado mas de 150 colonias, contar ambas
placas incluyendo la que esta fuera del intervalo para determinar la cuenta en placa, véase tabla, ejemplo
7.

Placas corridas por duplicado, una placa de cada dilucién dentro del intervalo de 15 - 150
colonias. - cuando una placa dentro de diferentes diluciones contiene el numero de colonias especificadas
en el intervalo, contar el nimero de colonias de las cuatro placas para calcular la cuenta en placa, véase
tabla, ejemplo 8.

Placas corridas por duplicado, ambas placas de una dilucion dentro del intervalo de 15 - 150
colonias y s6lo una de la otra dilucion dentro del mismo; se contaran las cuatro cajas incluyendo aquélla
con menos de 15 0 mas de 150 colonias, para calcular la cuenta en placa, véase tabla, ejemplo 9.

Después de contabilizar las colonias en las placas seleccionadas, multiplicar por la inversa de la
dilucion para obtener el numero de UFC por mililitro o gramo de la muestra.
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Redondear la cifra obtenida en la cuenta de manera que so6lo aparezcan dos digitos significativos
al inicio de esta cifra. Para redondear, llevar el segundo digito al nimero inmediato superior cuando el
tercer digito de la derecha sea cinco o mayor (por ejemplo: 128 redondear a 130). Si el tercer digito es
cuatro o menos, reemplazar el tercer digito con cero y el segundo digito mantenerlo igual (por ejemplo:
2417 a 2400).

10. Fase Post- analitica
a)  Desecho de residuos

Se desecharan de acuerdo a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Proteccion ambiental - Salud ambiental -
Residuos peligrosos biolégico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo.

b)  Lavado de material

Lavar el material utilizado en la determinacion conforme al Procedimiento interno para el
Aseguramiento de la Calidad de los Resultados Analiticos.

11. Calculos

Después de contabilizar las colonias en las placas seleccionadas, efectuar las siguientes formulas
(Ecuacion 1 - 3):

X1 + XZ = X3 (l)

X3/2=Y @)

Y « FD = UFC (3)
Donde:

X, :Placal

X,: Placa 2

X3: Resultado de la sumatoria de las placas

Y: Media

FD: Factor de Dilucion

UFC : Unidades Formadoras de Colonias; expresar los resultados en g o mL.

12. Interpretacion de resultados

Dependiendo de las especificaciones microbiologicas que determine la norma para cada alimento seran
los rangos de aceptacion o rechazo de cada uno de los alimentos en particular.

Para el conteo de bacterias aerobias, revisar el extracto de la NOM-092- SSA1-1994, Bienes y
servicios. Método para la cuenta de bacterias aerobias en placa, para redondeo de resultados de las UFC.
Informar: UFC/g o mL de acuerdo con el tipo de muestra.
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Tabla 1
Ejemplos de calculos de los valores en cuentas de placas

NUmero Colonias contadas UFC/gomL
1:10 | 1:100 1: 1000

1 | >1502 122 12 12 000
118 11

2 | >150 136 14 14 000
148 13

3 11 2 0 110°
10 0 0

4 | >150 >150 252 240 000°
234

5 | >150 140 20 14 000
130 | Crecimiento extendido

6 0 0 0 <10°

7 | >150 140 14 15 000*
168 10

8 | >150 126 12 15 000*
176 18

9 | >150 125 13 14 000
145 16

10 | >150 170 21 19 000
140 16

a: cuenta por arriba de 150 colonias, b: Debe aclararse "valor estimado" por encontrarse los valores fuera del intervalo de
15 - 150. c: debe informarse de acuerdo a la dilucion ensayada y contada, en este caso 1:10. *: simbolo del “Valor
estimado”.

Fuente: Elaboracion propia, 2024

13. Validez de la prueba
El método debe cumplirse con estricto apego para que la prueba tenga la validez., e incluir al menos dos
bacterias como control, pudiendo ser: Escherichia coli LEM 01005, Staphylococcus aureus ATCC

25923, que sean tomados de las cepas de referencia por cada lote de muestras procesadas.

14. Medidas de seguridad

Usar bata de laboratorio, cubre bocas, guantes estériles.
- Verificar que el lugar de trabajo esté limpio.

- Revisar que los reactivos y materiales para el proceso de las muestras estén completos y debidamente
identificados.

- Lavarse las manos antes y después del proceso.

- Al término de uso de las cepas de trabajo, se desecharan de a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

Proteccion ambiental- Salud ambiental- Residuos peligrosos bioldgicos- infecciosos- Clasificacion y

especificaciones de manejo.
- Descontaminar el material después de su uso de acuerdo a los procedimientos correspondientes.

15. Medidas de control de calidad

Verificar la funcionalidad del proceso analitico mediante cepas control las cuales deberdn demostrar
purezay viabilidad de las mismas.

- Enelcontrol de esterilidad anotar observaciones s6lo en caso de presentar algln crecimiento en el medio.
- Lecturay registro de temperaturas de incubacion con termometros calibrados y verificados.

- Todos los equipos e instrumentos deberan estar incluidos en un programa de calibracion, mantenimiento
preventivo y verificacion, de acuerdo a las caracteristicas del equipo.
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16. Apéndice

10g6mL Control (+) Control (-
Muestra JUussEEsssmaw FUNNEEEREREE R = ECO”/ ) /
(259 o mL)** . 1ml v: 1!“
90 mL i <§
Buffer 9mL
(225mL)** Buffer

9mL Testigo de
esterilidad
Buffer

I 1ml 1ml im  1ml 1ml 1ml 1m| 1ml — I
Verter 10 - 15mL ARVB. :%
fundido a45+1°Cacl/u l
6 Mov. de Der a Izq,
Apilar en torre y 6 Mov. en sentido del reloj.
Mezclar 6 Mov. Contrarios del reloj.
6 Mov. De atras hacia delante

Dejar solidificar y verter :%
aprox. 4mL de ARVB. l

|Incubar durante 24 + 2 h a 35°C|

Sl

Crecimiento
de colonias

y
Observar morfologia colonial tipica

Seleccionar placas de 15 -150 UFC

**Solo se realizara si la muestra tiene mas l
pruebas derivadas de la misma dilucién Contar colonias y obtener la
cuenta en placapor g 6 mL

< Fin del proceso ’

Fuente: Elaboracidn propia, 2024

Figura 1l
Diagrama para la cuenta de coliformes totales en placa
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Metodo de prueba No. 3. Determinacion de Mesofilicos aerobios

1. Introduccion

El fundamento de la técnica consiste en contar las colonias, que se desarrollan en el medio de eleccién
después de un tiempo y temperatura de incubacién presuponiendo que cada colonia proviene de un
microorganismo de la muestra bajo estudio. EI método admite numerosas fuentes de variacion, algunos
de ellas controlables, pero sujetas a la influencia de varios factores. Por otra parte, el recuento de
termofilicos, psicrofilicos y psicotroficos es importante para predecir la estabilidad del producto bajo
diferentes condiciones de almacenamiento.

2. Objetivo

Describir la técnica para determinar el contenido de Mesofilicos aerobios, por la cuenta de unidades
formadoras de colonia (UFC) en un medio solido, en aguas y alimentos mayormente cocidos.

3. Alcance

Este método se aplica para investigar el contenido de Mesofilicos usado como un indicador sanitario en
una amplia variedad de alimentos (mayormente de panificacion):

- Pany Galletas (con relleno y cobertura, combinadas, pan blanco, pan dulce, pan integral y productos
de bolleria).

- Helados y Sorbetes.
- Aguas para el uso y consumo humano como Purificada y Potable.
4. Referencia normativa
NOM-092-SSA1-1994 Bienes y Servicios Método para la cuenta de Bacterias aerobias en placa.
Se complementa con:

NOM-243-SSA1-2010, Productos y servicios. Leche, formula lactea, producto lacteo combinado y
derivados lacteos. Disposiciones y especificaciones sanitarias. Métodos de prueba.

NOM-110-SSA1-1994. Bienes y Servicios. Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para
su andlisis microbiologico.

5. Términosy definiciones
- Mesofilo: es aquel organismo que tiene una temperatura 6ptima de crecimiento de entre 15 a 37 °C,
la temperatura normal de un cuerpo humano. Su habitat incluye el suelo, el cuerpo de un animal,

etc.

- Muestra: cantidad de material que posee todas las caracteristicas fisicas, fisicoquimicas y
microbiologicas del producto a evaluar.

- Psicrdfilos: son denominados a los organismos capaces de vivir a temperaturas por debajo de los
5 °C, a veces se los llama criofilos (amantes del hielo).

- Termdfilos: son Ilamados a los organismos que crecen de forma dptima a altas temperaturas

- UFC: término que debe utilizarse para reportar las Unidades Formadoras de Colonias presentes en
las placas de agar.

6. Materiales, equipos e instrumentos

- Balanza Analitica Digital
- Bario de agua con cubierta que mantenga una temperatura de 45°C.
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- Contador de colonias.
- Enfriador eléctrico de 2-8 °C.
- Homogeneizador peristaltico (Stomacher).
- Incubadora que mantenga una temperatura de 35°C + 1°C.
- Mecheros Bunsen.
- Termometros de Liquido en vidrio de 20-50°C y de -5-20°C. calibrado y/o verificado.
- Asas desechables de aproximadamente 1 mm de diametro.
- Batas.
- Bolsas de Stomacher.
- Cajas de Petri estériles de 15 X 100 mm de plastico.
- Cubre bocas.
- Gasas.
- Gradillas para tubos de 16 x 150 mm.
- Guantes desechables de latex.
- Pipetas bacterioldgicas graduadas de 5 mL y 10 mL protegidas con tapén de algodén.
- Pipetores.
- Tubos de 16 X 150mm.
- Vaso de precipitado de 500 mL.
- Utensilios como tenedores, cucharas, cuchillos y/o bisturi
Nota: Todo el material que tenga contacto con las muestras se esterilizara en Horno durante 2h a 170-
175°C o0 1h a 180°C; o en autoclave durante 30 min a una temperatura de 121°C. El material de vidrio
puede sustituirse por material desechable que cumpla con las especificaciones deseadas. No debe usarse
material de vidrio dafiado por esterilizacion repetida y éste debe ser quimicamente inerte.
7. Reactivos
- Agar Método estandar o Cuenta estandar (ACE).
- Cloruro de 2, 3, 5-Triphenyl-2H-Tetrazolium al 1 %.
- Solucion Reguladora de Fosfatos (Buffer).
Nota: Los reactivos y medios de cultivo, se preparan segun el fabricante.
8.  Fase Pre-analitica

8.1. Condiciones ambientales

La prueba se debe realizar a temperatura ambiental entre 18- 27°C y de 50-65% de humedad.
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8.2. Preparacion de la muestra

Verificar que el lugar de trabajo esté limpio, todos los reactivos y material para el proceso de las muestras
este completo y debidamente identificado.

Las muestras congeladas deben mantenerse en refrigeracion (2-5°C) un maximo de 18 h antes de
su analisis, sin llegar a la descongelacion.

Para muestras congeladas de un alimento originalmente liquido o licuable (ejemplo: saborines,
bolis, paletas), fundir por completo en bafio de agua de 40- 45°C un tiempo mé&ximo de 15 minutos y
homogeneizar agitando vigorosamente la muestra 25 veces en un arco de 30° por 7s

8.3. Preparacion del material de trabajo.
Para el caso del ACE estar previamente fundido.
9. Fase analitica

a)  Determinacion de Mesofilicos aerobios

Se pesa una cantidad de 10 g de la muestra por analizar en un recipiente de tamafio adecuado el cual
contiene un volumen de 90 mL del diluyente llevado a una temperatura similar a la de la muestra. Se
opera en el Stomacher de 1 - 2 min; hasta obtener una suspension completa. Esta se considera la dilucion
10-1. En caso de hacer otras pruebas donde se realice dilucién de 25 g de muestra con 225 mL de
diluyente se usara este tipo de dilucion para la realizacion de esta prueba.

Se colocan cajas de Petri por duplicado y se inocula 1 mL del homogeneizado, utilizando para tal
proposito una pipeta estéril. Se realizan por lo menos 2 diluciones consecutivas. Posteriormente se verte
de 10 - 15 mL del medio de ACE fundido y mantenido a 45°C en bafio de agua, el cual previamente se
le afiade 0.5mL del reactivo de Triphenyl por cada 100 mL de agar, esto solo para el caso de alimentos.

Se mezcla cuidadosamente el in6culo con el medio, con 6 movimientos de derecha a izquierda, 6
movimientos en el sentido de las manecillas del reloj, 6 movimientos en el sentido contrario al de las
manecillas del reloj y 6 de atras hacia delante, sobre una superficie lisa y nivelada permitiendo que la
mezcla solidifique dejando las placas de petri reposando sobre una superficie horizontal fria. También se
preparara una caja control con 15 mL de medio para verificar la esterilidad. Posteriormente se invierten
las placas (boca abajo) y se colocan en la incubadora a 35°C durante 48 h para el caso de alimentos y 24
h para el caso de las aguas.

Seleccionar las placas que contengan entre 25 - 250 colonias. Contar todas las colonias desarrolladas
en las placas seleccionadas (excepto la de mohos y levaduras), incluyendo las colonias puntiformes.
Hacer uso de la cuenta colonias para resolver los casos en los que no se pueden distinguir las colonias de
las pequenas particulas del alimento, aunque con el reactivo del Triphenyl, las colonias se deberan tefiir
de rojo

b)  Especificaciones de la cuenta en placas de Mesofilicos aerobios

Después de la incubacion, contar las placas que se encuentren en el intervalo de 25 - 250 colonias, usando
el contador de colonias y el registrador, las placas de al menos una de las tres diluciones deben estar en
el intervalo mencionado. Cuando solo una dilucién esta en el intervalo, véase en la tabla 2, ejemplo 1.
Calcular la cuenta promedio por gramo o mililitro de producto, multiplicando el nimero de colonias por
el inverso de la dilucién correspondiente.

Cuando dos diluciones estan en el intervalo apropiado, determinar la cuenta promedio dada de
cada dilucion antes de promediar la cuenta de las dos diluciones para obtener la cuenta en placa por
gramo o mililitro, véase en la tabla 2, ejemplo 2.

Con el fin de unificar los criterios para el reporte de las cuentas en ensayos donde las placas
presenten situaciones contempladas en los ejemplos anteriores, se presentan las siguientes guias:
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Cuando las placas corridas para la menor dilucién muestran cuentas de menos de 25 colonias,
contar el nimero de colonias presentes en dicha dilucion, promediar el nimero de colonias y multiplicar
por el factor de dilucién para obtener el valor estimado de cuenta en placa. Aclarar en su informe esta
situacion agregando la leyenda “valor estimado”, véase en la tabla 2, ejemplo 3.

Cuando el namero de colonias por placa exceda de 250, contar las colonias en aquellas porciones
de la placa que sean representativas de la distribucion de colonias. Contar, por ejemplo, una cuarta parte
0 una mitad del &rea de la caja y multiplicar el valor obtenido por 4 6 2, respectivamente. Si solamente
pueden contarse algunos cuadros, considerar que el fondo de una caja de petri de 100 mm. de diametro
contiene 65 cuadros de la cuadricula del contador. Entonces contar el cuadro y multiplicar por 65, aclarar
en el informe esta situacion agregando la leyenda “valor estimado”, véase el véase en la tabla 2, ejemplo
4,

Las colonias extendidas pueden presentarse en las siguientes formas:

Cadenas de colonias no separadas claramente entre si que parecen causadas por la desintegracion
de un cumulo de bacterias. Colonias que se desarrollan en pelicula entre el agar y el fondo de la caja.
Colonias que se desarrollan en pelicula en la orilla de la caja sobre la superficie del agar Colonias de
crecimiento extendido y en algunas ocasiones acompariadas de inhibicion del crecimiento, que en
conjunto excede el 50 % de la superficie de la caja o represion del crecimiento que por si mismo excede
el 25 % de la superficie de la caja.

Cuando es necesario contar en cajas que contienen colonias extendidas, contar como provenientes
de una sola fuente.

En el caso de las colonias del tipo cadena, si la caja contiene una sola cadena, contar como sola
una colonia si la caja contiene varias cadenas que aparecen originarse de fuentes separadas contar cada
cadena como colonia individual.

No contar cada colonia de la cadena individualmente. Las colonias que se observa como
crecimiento diferenciable de otras colonias; se cuentan como tales. Los crecimientos tipo extendido,
reportarlo como crecimiento extendido. En el caso que una dilucion se encuentre dentro del rango y la
otra dilucion presente colonias de crecimiento extendido, reportar la dilucion en la que se puedan contar
las colonias, véase en la tabla 2, ejemplo 5.

Placas sin colonias: reportar la cuenta en placa como menor que una vez el valor de la dilucion
mas baja usada, véase en la tabla 2, ejemplo 6.

Placas con colonias no caracteristicas: reportar el resultado como: menos de un coliforme por 1/d
por gramo, en donde d es el factor de dilucién.

Placas corridas por duplicado, una con crecimiento dentro del intervalo adecuado y otra con méas
de 250 colonias: contar ambas placas incluyendo la que esta fuera del intervalo para determinar la cuenta
en placa, véase en la tabla 2, ejemplo 7.

Placas corridas por duplicado, una placa de cada dilucion dentro del intervalo de 25 - 250
colonias: contar el nimero de colonias de las cuatro placas para calcular la cuenta en placa, véase en la
tabla 2, ejemplo 8.

Placas corridas por duplicado, ambas placas de una dilucion dentro del intervalo de 25 - 250 colonias y
s6lo una de la otra dilucion dentro del mismo. Contar las cuatro cajas incluyendo aquélla con menos de
25 0 mas de 250 colonias, para calcular la cuenta en placa, véase en la tabla 2, ejemplo 9.

10. Fase Post- analitica

a)  Desecho de residuos

Se desecharan de acuerdo a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Proteccion ambiental - Salud ambiental -
Residuos peligrosos biolégico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo.
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b)  Lavado de material

Lavar el material utilizado en la determinacion conforme al Procedimiento interno para el
Aseguramiento de la Calidad de los Resultados Analiticos.

11. Calculos

Después de contabilizar las colonias en las placas seleccionadas, efectuar las siguientes formulas
(Ecuacion 1 - 3):

X1 +X2: X3 (1)
X3/2=Y (2)

Y « FD = UFC (3)

Donde:

X, :Placal

X,: Placa 2

X3: Resultado de la sumatoria de las placas

Y: Media

FD: Factor de Dilucion

UFC : Unidades Formadoras de Colonias; expresar los resultados en g o mL.

12. Interpretacién de los resultados

Dependiendo de las especificaciones microbiolédgicas que determine la norma para cada alimento seran
los rangos de aceptacion o rechazo de cada uno de los alimentos en particular. Informar: UFC/g o mL de
acuerdo con el tipo de muestra.

Tabla 2
Ejemplos de calculos de los valores en cuentas de placas

NUmero Colonias contadas UFC/g o mL
1:10 | 1:100 1: 1000

1 >250% | 178 16 18 000
190 17

2 >250 220 25 25000
238 28

3 18 2 0 160°

14 0 0
4 >250 | >250 512 500 00Q°
495

5 >250 240 34 24 000
235 | Crecimiento extendido

6 0 0 0 <10¢

7 >250 240 24 25 000*
268 19

8 >250 216 23 24 000*
262 42

9 >250 215 20 23000
235 26

10 >250 275 32 29 000
225 26

a: Cuenta por arriba de 250 colonias. b: Debe aclararse "valor estimado™ por encontrarse los valores fuera del intervalo
de 25 - 250. c: Debe informarse de acuerdo a la dilucion ensayada y contada, en este caso 1:10. *: Simbolo del “Valor
estimado”.

Fuente: Elaboracion propia, 2024
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13. Validez de la prueba

El método debe cumplirse con estricto apego para que la prueba tenga la validez e incluir al menos dos
bacterias como control, pudiendo ser: Escherichia coli LEM 01005, Staphylococcus aureus ATCC
25923, que sean tomados de las cepas de referencia por cada lote de muestras procesadas

14. Medidas de seguridad

Usar bata de laboratorio, cubre bocas, guantes estériles.

Verificar que el lugar de trabajo esté limpio.

Revisar que los reactivos y materiales para el proceso de las muestras estén completos y debidamente
identificados.

Lavarse las manos antes y después del proceso.

Al término de uso de las cepas de trabajo, se desecharan de a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002.
Proteccién ambiental- Salud ambiental- Residuos peligrosos bioldgicos- infecciosos- Clasificacion y
especificaciones de manejo.

Descontaminar el material después de su uso de acuerdo a los procedimientos correspondientes.

15. Medidas de control de calidad

Verificar la funcionalidad del proceso analitico mediante cepas control las cuales deberdn demostrar
purezay viabilidad de las mismas.

En el control de esterilidad anotar observaciones s6lo en caso de presentar algun crecimiento en el medio.
Lectura y registro de temperaturas de incubacion con termémetros calibrados y verificados

Todos los equipos e instrumentos deberan estar incluidos en un programa de calibracién, mantenimiento
preventivo y verificacion, de acuerdo a las caracteristicas del equipo.

16. Apéndice
Box 8
10 g & mi. Muestra EEEEEEEEEER lllllll""' Cogigh(*) goggféég /

-
25g o mL)** ]
(259 0 mL) - v:
[ —
90 mL Testigo de
Buffer esterilidad
9 mL Buffer 2 9 mL Buffer 9 mL Buffer

(225MLY** S —

R S S S SR

I 1ml 1ml iml 1ml 1ml Tml 1ml 1ml I

Verter 10 - 15 mL ACE. fundido %
a45:1°Cach ?
6 Mov. de Der a lzq.

Apilar en torre y Mezclar. 6 Mov. en sentido del reloj.
6 Mov. contrarios del reloj.

6 Mov. de atras hacia delante

Incubar a 35°C por 24 h para aguas 6 48h para
alimentos

3]
Crecimiento de
colonias

A 4

Observar morfologia colonial tipica
Seleccionar placas de 25 - 250 UFC.

!

Contar colonias y obtener la cuenta en placa
porg o mL

< Fin del nroceso >

< Fin del proceso >

**Solo se realizara si la muestra tiene mas pruebas derivadas de
la misma dilucién

Figura 3

Diagrama para la determinacion de Mesofilicos aerobios
Fuente: Elaboracion propia, 2024
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Metodo de prueba No. 4. Estimacién de la densidad microbiana de Coliformes
fecales por la técnica del Numero Més Probable (NMP)

1. Introduccion

El método del nimero mas probable (NMP) se basa en la dilucidn de la muestra en tubos multiples, de
tal forma que todos los tubos de la menor dilucién sean positivos y todos los tubos de la dilucion mayor
sean negativos. El resultado positivo se demuestra por la presencia de gas y crecimiento microbiano
propiedad de los Coliformes fecales para producir gas a partir de la fermentacion de lactosa a 45.5°C+
0.2°C (para alimentos), 44.5°C+ 0.2°C (para agua) dentro de las 48h de incubacion.

Para obtener el Numero Mas Probable (NMP) en los resultados se aplica la teoria de la
probabilidad, lo cual tiene como condicion una distribucion aleatoria de las bacterias que existen en la
muestra, las bacterias se encuentran como entidades no agrupadas y los microorganismos presentes en
la muestra creceran en el medio cuando son incubados y se mantengan en las condiciones adecuadas
para su desarrollo.

El método del Numero Mas Probable (NMP) consiste de una prueba presuntiva y confirmativa.
La serie de 3 tubos se utiliza para la mayoria de los alimentos, la serie de 5 tubos se emplea para moluscos
y para los diversos tipos de aguas, las series de 3, 5 ¢ 10 tubos se utilizan dependiendo de la
contaminacion esperada y del grado de exactitud deseado.

Si se espera una cuenta microbiana alta, la muestra debe diluirse mediante diluciones decimales
y usando un inéculo en series de tubos. A medida que el nimero de tubos inoculados para cada dilucion
aumenta, se reducen los limites de confianza

2. Objetivo

Describir la técnica para estimar la densidad microbiana de Coliformes Fecales por la técnica del
Numero Mas Probable (NMP) de bacterias viables en muestras de aguas y alimentos.

3. Alcance

Este método de prueba es aplicable para aguas de abastecimiento y de banco ostricola, alimentos
preparados, productos carnicos y productos de la pesca.

4. Referencia normativa
NOM-210-SSA1-2014, Productos y servicios. Métodos de prueba microbiologicos. Determinacién de
microorganismos indicadores. Determinacion de microorganismos patégenos. Apéndice Normativo H.
Método aprobado para la estimacion de la densidad de Coliformes Totales, Fecales y E. coli por la
técnica del NMP presentes en muestras de alimentos para consumo humano y agua.
Se complementa con:

NOM-218-SSA1-2011. Productos y servicios. Bebidas saborizadas no alcoholicas, sus congelados,
productos concentrados para prepararlas y bebidas adicionadas con cafeina. Especificaciones y
disposiciones sanitarias. Métodos de prueba.

5. Términos y definiciones

- Agua para uso y consumo humano (potable): agua que no contiene contaminantes objetables,
quimicos o agentes infecciosos y que no causa efectos nocivos para la salud.

- Agua potable: aquella cuyo uso y consumo no causa efectos nocivos al ser humano, para lo cual
debe cumplir con los requisitos que establece el Reglamento y la Norma Oficial Mexicana
correspondiente.

- Agua purificada: aquella sometida a un tratamiento fisico o quimico que se encuentra libre de
agentes infecciosos, cuya ingestion no causa efectos nocivos a la salud y que ademas debe cumplir
con los requisitos que se establecen en la Norma Oficial Mexicana correspondiente.
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Coliformes fecales: bacilos cortos Gram negativos, aerobios o anaerobios facultativos que
fermentan la lactosa con produccion de cido y de gas dentro de las 48h a 44.5°C + 0.2°C en agua
y a45.5°C + 0.2°C en alimentos usualmente en caldo E. coli (EC).

Dilucion decimal: solucidn, suspension o emulsion obtenida después de pesar o medir una cantidad
del producto bajo examen y mezclarla con una cantidad de nueve veces en proporcion de diluyente.

Diluciones decimales adicionales: suspensiones o soluciones obtenidas al mezclar un determinado
volumen de la dilucion primaria con un volumen de nueve veces un diluyente y que, por repeticion
de esta operacion con cada dilucion asi preparada, se obtiene la serie de diluciones decimales
adecuadas para la inoculacion de medios de cultivo.

Grupo coliforme: bacilos cortos Gran negativos, aerobios o anaerobios facultativos, sin formacion
de espora, que fermentan la lactosa con produccion de &cido y gas dentro de las 48h cuando se
incuban a 35°C.

Hielo purificado: envasado (embolsado), aquel que se obtiene a partir de agua purificada que ha
sido sometida a proceso de cristalizacion, cuya ingestion no cause efectos nocivos para la salud, y
para su comercializacion se presenta embolsado y que ademéas cumple con los requisitos que se
establecen.

Molusco bivalvo: todas las especies de moluscos lamelibranquios que se alimentan por filtracién,
gue cuentan con dos valvas, ejemplo ostiones, mejillones o almejas.

Muestra: cantidad de material que posee todas las caracteristicas fisicas, fisicoquimicas y
microbioldgicas del producto a evaluar.

Numero Mas Probable (NMP): término que debe utilizarse para reportar Coliformes.

Producto a granel: producto que debe pesarse, medirse 0 contarse en presencia del consumidor al
momento de su venta.

Materiales, equipos e instrumentos

Bafio de agua con recirculacion continua, tapa de dos aguas y termostato que evite variaciones
mayores a 0.1 °C a una temperatura de 44.5 + 0.2 °C.

Bafo de agua con recirculacion continua, tapa de dos aguas y termostato que evite variaciones
mayores a 0.1 °C, a una temperatura de 45.5 + 0.2 °C.

Enfriador eléctrico para el guardado de los medios.

Homogeneizador peristaltico (Stomacher)

Incubadora de 35°C + 0.5 °C.

Termometros de inmersion con division minima de 0.5 °C calibrado y/o verificado.

Termometros de inmersion de 22-55 °C con subdivisiones de 0.1°C calibrado y/o verificado.
Balanza analitica digital con capacidad adecuada y sensibilidad de 0.1 g.

Motor de licuadora industrial

Mecheros Bunsen.

Asa de platino de aproximadamente de 3mm y 5 mm de diametro

Batas

Bolsas para Stomacher.

Campanas de fermentacion Durham.

Cubre bocas.

Gasas.

Gradillas para tubos de 16 x 150 mmy 25 x 200 mm

Guantes desechables de latex.

Pipetas bacterioldgicas graduadas de 1 mL, 5 mL, 10 mL y 25 mL y protegidas con tapén de
algodon.

Pipetores.

Probetas de 100 mL y 500 mL.

Recipientes de plastico de boca ancha con tapa de rosca de 500 mL para contener las muestras
Tubos de 16 X 150 mm y 25 x 200mm.
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- Vasos de licuadora estériles
- Utensilios: Cucharas, tenedores, cuchillos y hojas de bisturi.

Nota: Todo el material que tenga contacto con las muestras se esterilizara en Horno durante 2h a 170-
175°C o0 1h a 180°C; o en autoclave durante 30 min a una temperatura de 121°C. EIl material de vidrio
puede sustituirse por material desechable que cumpla con las especificaciones deseadas. No debe usarse
material de vidrio dafiado por esterilizacion repetida y éste debe ser quimicamente inerte.

7. Reactivos

- Caldo Lauril Sulfato (CLS) de concentracion Sencilla, [2] o [3] (segun prueba).
- Caldo EC (E. coli)

Nota: Los reactivos y medios de cultivo, se preparan segun el fabricante.

8. Fase Pre-analitica

8.1. Condiciones ambientales

La prueba se debe realizar a temperatura ambiental entre 18- 27°C y de 50-65% de humedad.
8.2.  Preparacion de la muestra

Verificar que el lugar de trabajo esté limpio, todos los reactivos y material para el proceso de las muestras
este completo y debidamente identificado

Las muestras congeladas deben mantenerse en refrigeracion (2-5°C) un maximo de 18 h antes de
su andlisis, sin llegar a la descongelacion. Para muestras congeladas originalmente liquido (ejemplo:
hielo), fundir por completo en bafio de agua de 40- 45°C un tiempo méximo de 15 minutos y
homogeneizar agitando vigorosamente.

Homogeneizar la muestra antes de iniciar el proceso, agitando vigorosamente la muestra 25 veces
en un arco de 30° por 7 s. Para el caso de los garrafones, rotar sobre la superficie de la mesa para poder
lograr una homogenizacién aceptable.

En caso de que la cantidad de muestra disponible sea menor a 25 g y el anélisis necesite ser
efectuado (denuncia o queja ante la autoridad), utilizar una cantidad de muestra que represente una
proporcién 1:10.

Para muestras de moluscos bivalvos en general deben tomarse un minimo de 10 - 12 moluscos
bivalvos, a fin de obtener una muestra representativa o dependiendo de la especie se pueden utilizar de
20 a 30 piezas para obtener el peso adecuado hasta obtener un total de 200 g entre licor y carne. Si
llegasen a venir en concha, lavarse las manos con agua y jabon antes de comenzar. Enjuagar el exceso
de suciedad de las conchas y cepillar con un cepillo estéril bajo el chorro de agua potable poniendo
particular atencion en las hendiduras de las conchas. Colocar las conchas limpias en toallas de papel
absorbente o gasas limpias. Desechar los moluscos que tengan las conchas dafiadas o con las valvas
abiertas. Se puede usar guantes para evitar dafiarse. Una vez secadas, con ayuda de un cuchillo
desconchador estéril, insertar las puntas entre las valvas y hacer palanca para cortar el muasculo abductor
de las conchas y vaciar el molusco en un recipiente estéril.

8.3  Preparacion del material de trabajo

a) Procedimiento para agua de uso y consumo humano.

Transferir 10 mL a cada tubo de bioquimica de 25 mm x 200mm de un total de 10 tubos los
cuales contengan cada uno 10 mL de CLS de concentracién doble [2]. Verificar que las campanas de
fermentacién Durham no contengan burbuja antes de meter a incubacion.

b) Procedimiento para agua de uso recreativo.
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Utilizar 5 tubos de CLS por cada porciéon de 10 mL, 1 mL y 0.1 |[mL, hacer diluciones decimales
cuando se espere una densidad microbiana alta y considerarlo para el calculo. Se utilizan 5 tubos de CLS
de concentracion doble [2] para agregar 10mL, 5 tubos de CLS de concentracion sencilla para ImL y 5
tubos de CLS de concentracion sencilla para 0,1mL de muestra respectivamente. Verificar que las
campanas de fermentacion Durham no contengan burbuja antes de meter a incubacion.

C) Procedimiento de agua de mar para el cultivo de moluscos bivalvos.

Utilizar 5 tubos de CLS por cada porcion de 10 mL, 1 mL y 0.1 mL, hacer diluciones decimales
cuando se espere una densidad microbiana alta y considerarlo para el calculo. Se utilizan 5 tubos de CLS
de concentracion doble [2] para agregar 10mL, 5 tubos de CLS de concentracion sencillaparal mLy 5
tubos de CLS de concentracion sencilla para 0,1mL de muestra respectivamente. Verificar que las
campanas de fermentacion Durham no contengan burbuja antes de meter a incubacion.

d) Determinacion de Coliformes fecales en alimentos.

Pesar 25 g 6 mL de muestra en 225 mL de regulador de fosfatos (dilucion 1:10) y homogeneizar
por 2 minutos en vaso de licuadora u homogeneizador peristaltico (Stomacher), el volumen total en el
vaso debe cubrir totalmente las aspas. Preparar diluciones decimales con regulador de fosfatos. La
cantidad de diluciones dependera de la densidad de Coliformes esperada. Agitar las diluciones
veinticinco veces en un arco de 30 cm por 7 s. Transferir volumenes de 1 mL a 3 tubos con 10 mL de
CLS de concentracion sencilla en cada tubo por cada dilucion por lo menos tres diluciones consecutivas
(el volumen que se transfiera nunca debe ser menor del 10% de la capacidad total de la pipeta). Mantener
la pipeta en angulo de tal manera que descanse sobre el borde del tubo. El tiempo entre la
homogeneizacién de la muestra y la inoculacion de los tubos no debe exceder de 15 - 20 min.

e) Determinacion de Coliformes fecales en moluscos bivalvos y cefaldpodo.

Pesar el total de la muestra, maximo 200 g (carne y licor) y adicionar igual cantidad de solucion
reguladora de fosfatos o diluyente de peptona al 0.5% para obtener una dilucién 1:2. Homogeneizar
durante 2 minutos. Pesar 20 g de la muestra anterior en 80 mL de solucion reguladora de fosfatos o
diluyente de peptona al 0.5%, agitar la dilucion 25 veces en 7 segundos, haciendo un arco de 30cm de
arriba hacia abajo; esto constituye la dilucion 1:10. Hacer diluciones seriadas transfiriendo 10 mL de
cada dilucion en 90 mL del diluyente de eleccion (diluciones 1:100 y 1:1000) y agitar como se indico
anteriormente.

- Inocular 5 tubos con 10 mL de CLS concentracion sencilla con 1 mL de la dilucion 1:10, que
equivale a 0,1 g de molusco.

- Inocular 5 tubos con 10 mL de CLS concentracion sencilla con 1 mL de la dilucion 1:100, que
equivale a 0,01 g de molusco.

- Inocular 5 tubos con 10 mL de CLS concentracion sencilla con 1 mL de la diluciéon 1:1000, que
equivale a 0,001 g de molusco.

9. Fase analitica
a) Prueba presuntiva
Iniciar segln se indica en cada procedimiento para las diferentes muestras:

Asi mismo correr 3 tubos de CLS simultdneamente con las muestras, uno inoculado con Enterobacter
aerogenes como control positivo, otro con Staphylococcus aureus como control negativo y uno sin
inocular como control de esterilidad. Incubar los tubos en la estufa a 35°C + 0.5°C. Examinar a las 24 h
y observar si hay formacion de gas. Si la formacion de gas no se observa en este tiempo, incubar por 24
h méas y anotar resultados.

b) Prueba confirmativa

Partiendo de la lectura preliminar de la prueba anterior, de cada tubo que muestre formacion de gas, se
tomara una asada y se sembrara en un ndmero igual de tubos bioguimica 16 x 150 mm los cuales
contengan 10 mL de caldo EC para la confirmacion de bacterias Coliformes fecales los cuales contienen
en su interior campanas de fermentacion Durham.
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Verificar que estos ltimos no contengan burbuja antes de meter a incubacion. Asi mismo correr
3 tubos de Caldo EC simultaneamente con las muestras, uno inoculado con Escherichia coli como
control positivo, otro con Enterobacter aerogenes como control negativo y uno sin inocular como
control de esterilidad.

Para aguas de uso y consumo humano; uso recreativo; agua de mar de cultivo de moluscos y;
para moluscos bivalvos y cefalépodos, Incubar a 44.5 £ 0.2°C en bafio de agua con recirculacion
continua. Para alimentos incubar a 45,5 + 0,2°C en bafio de agua con recirculacion continua. Dejar
durante 24 h, observar si hay formacion de gas, registrar la lectura, en caso de no haber formacion de
gas, incubar 24 h mas y anotar resultados.

10.  Fase Post-Analitica
a) Desecho de residuos

Se desecharan de acuerdo a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Proteccion ambiental - Salud ambiental -
Residuos peligrosos biolégico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo.

b) Lavado de material

Lavar el material utilizado en la determinacion conforme al Procedimiento interno para el
Aseguramiento de la Calidad de los Resultados Analiticos.

11. Calculos

Calcular la densidad microbiana en Numero Més Probable de Coliformes fecales consultando las tablas
correspondientes de acuerdo con la serie de tubos empleados. Las tablas de resultados se encuentran
inmersas en la NOM-210-SSA1-2014, Productos y servicios. Métodos de prueba
microbiologicos. Determinacion de microorganismos indicadores. Determinacion de microorganismos
patdgenos.

12. Interpretacion de resultados

Expresar en NMP/g 6 mL para alimentos, NMP/100 g para moluscos bivalvos y NMP/100 mL para
agua. Cuando se obtienen resultados negativos (ausencia de gas en los tubos), informar el limite de
deteccion que corresponde a menos de una vez el valor mas bajo del NMP de la tabla utilizada, excepto
en el caso de las aguas para uso y consumo humano que por acuerdo internacional se informa como “No
Detectable” 6 “ND”; asi mismo cuando la combinacion de tubos de aguas de banco ostricola sea 0-0-0
se debe reportar <2.0 NMP/100mL.

13.  Validez de la prueba

El método debe cumplirse con estricto apego para que la prueba tenga la validez., e incluir al menos dos
bacterias como control, pudiendo ser: Escherichia coli LEM 01005, Staphylococcus aureus ATCC
25923, que sean tomados de las cepas de referencia por cada lote de muestras procesadas.

14, Medidas de seguridad

- Usar bata de laboratorio, cubre bocas, guantes estériles.

- Verificar que el lugar de trabajo esté limpio.

- Revisar que los reactivos y materiales para el proceso de las muestras estén completos y debidamente
identificados.

- Lavarse las manos antes y después del proceso.

- Al término de uso de las cepas de trabajo, se desecharan de a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002.
Proteccién ambiental- Salud ambiental- Residuos peligrosos biologicos- infecciosos- Clasificacion y
especificaciones de manejo.

- Descontaminar el material después de su uso de acuerdo a los procedimientos correspondientes.
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15. Medidas de control de calidad

- Verificar la funcionalidad del proceso analitico mediante cepas control las cuales deberan demostrar
purezay viabilidad de las mismas.

- En el control de esterilidad anotar observaciones s6lo en caso de presentar algin crecimiento en el
medio.

- Lectura y registro de temperaturas de incubacion con termdémetros calibrados y verificados.

- Todos los equipos e instrumentos deberan estar incluidos en un programa de calibracion,
mantenimiento preventivo y verificacion, de acuerdo a las caracteristicas del equipo.

16. Apéndice
Box 9
Control (+) Control (-)
E aerogen7 S. aureus/
10mL de muestra directa (Aguas
de Abastecimiento) p/c tubo
Testigo de
+ + + + + + + + + + l l esterilidad
Caldo Lauril Sulfato [2]
10mL p/c tubo

\4

Incubar 24-48 h a 35°C + 0.5°C

Gas (-)

Observar
formacion
de gas

vo |

@in del procestD

Tomar con el asa una muestra
de c/tubo positivo y sembrar

Figural
Diagrama para la determinacién de C. fecales para agua de uso y consumo

Fuente: Elaboracion propia, 2024
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Box 10

- Control (+) Control (-)

100mL de E aerogenes S aureus
muestra

p/c tubo tubo p/c tubo esterilidad

VVYVVYY VYV VYV Y VYVV Y 1
Caldo Lauril [2] % %% % ﬁ

10mL p/c tubo
Caldo Lauril [1] 10mL p/c tubo

!

Incubar de 24-48 h a 35°C £ 0.5°C

10mL de muestra ~ 1mL de muestra p/c 0.1mL de muestra f l Testigo de

Gas (-)

Observar
formacion de

NO

<C Fin del proceso )} Gas (+)
Turbidez (+)

A

Tomar una asada de c/tubo
positivo y sembrar

Figura 2

Diagrama para la determinacién de C. fecales para agua de recreativo y para agua de mar para el cultivo de moluscos
bivalvos
Fuente: Elaboracion propia, 2024
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Box 11

25 g o mL de muestra
=1
— =
5 10'1 10_2 10-3
225 mL ~

Control (+) Control (-)
E aerogenes S aureus

&
i

9mL 9mL
Buffer Buffer Buffer

esterilidad

1 mL de su respectiva dilucion para { + + * + + * ] l l
cada tubo de la serie
Caldo lauril sulfato 10mL
p/c tubo

\ 4
Incubar 24h-48 h a 35°C + 0.5°C

Gas (-)

Observar
formacién de

NO l

Tomar una asada de c/tubo
positivo y sembrar

Figura 3

Diagrama para la determinacion de C. fecales para alimentos
Fuente: Elaboracion propia, 2024
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Box 12
Control (+) Control (-)
200g de E aerogenes S aureus

= _ W
ﬁ

Testigo de

tub 2
ubo esterilidad

20 mL

80 mL Buff

Caldo Lauril Sulfato
10mL p/c tubo

1 mL de su respectiva dilucion para { mﬁ

cada tubo de la serie

Incubar de 24 a 48hrs £ 2 h a 35°C

Observar
formacion
de gas

(Gﬁn del procescD)

Figura 4
Diagrama para la determinacion de C. fecales para moluscos bivalvos

Fuente: Elaboracion propia, 2024
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Box 13

-

Control (+) Control ()
E aerogenes S aureus

100mL de
muestra / /

10mL de muestra p/c  1mL de muestra p/c 0.1mL de muestra

B2 2 vVVYy
Caldo Lauiril [2]
10mL p/c tubo

Caldo Lauril [1] 20mL p/c tubo

'

Incubar de 24h-48h a 35°C + 0.5°C

———

Testigo de
esterilidad

=l @ «—

Gas (=)

Observar
formacion

NO l
<Gin del procescD) Gas (+)
Turbidez (+)

7

Tomar una asada de c/tubo
positivo y sembrar

Figura 5

Diagrama para la determinacion de C. fecales en bebidas saborizadas no alcohdlicas
Fuente: Elaboracion propia, 2024
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(&)

Control (+) Control (-)
Tomar una asada de c/tubo positivo y E. coli E. aerogenes
sembrar /
y C Testigo de
esterilidad
Caldo EC o

10 mL p/c tubo que se utilice

=N
=

Incubar en bafio de agua:
24h+2h a 44.5°C+0.2°C para aguas de mar y moluscos bivalvos.
24h-48h a44.5°C+ 0.2°C para aguas
de 24h-48h a 45.5° +0.2°C para alimentos

!

Observar formacion de gas

Gas (-)

NO 1

Gas (+)
Turbidez (+)

Si

Calcular el NMP de Coliformes fecales de acuerdo a la
tabla y reportar

C Fin del proceso ))
Figura 6

Diagrama confirmativo para la determinacion de Coliformes fecales
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Metodo de prueba No. 5. Cuenta de mohos y levaduras
1. Introduccion
El método para la cuenta de mohos y levaduras se basa en inocular una cantidad conocida de muestra de
prueba en un medio selectivo especifico, acidificado a un pH 3.5 e incubado a una temperatura de 25 +
1°C, dando como resultado el crecimiento de colonias caracteristicas para este tipo de microorganismos.

2. Objetivo

Describir la técnica para determinar el nimero de mohos y levaduras viables presentes en productos
destinados al consumo humano por medio de la cuenta en placa a 25°C + 1°C.

3. Alcance

Este método se aplica para cuantificar los mohos y levaduras en los alimentos, puesto que, al establecer

la cuenta de estos microorganismos, permite su utilizacion como un indicador de practicas sanitarias

inadecuadas durante la produccion y el almacenamiento de los productos, asi como el uso de materia

prima inadecuada.

4.  Referencia normativa

NOM-111-SSA1-1994, Bienes y Servicios. Método para la cuenta de mohos y levaduras en alimentos.

Se complementa con:

NOM-110-SSA1-1994 Preparacion y dilucién de muestras de alimentos para su analisis microbiolégico.

NOM-092-SSA1-1994 Método para la cuenta de bacterias aerobias en placa.

5.  Términos y definiciones

- Colonias: agrupamiento de células en forma de masas visibles, sobre el agar de cultivo.

- Levaduras: son microorganismos cuya forma dominante de crecimiento es unicelular. Poseen un
nucleo y se multiplican por reproduccion sexual o asexual, por gemacién o por fision transversal.
La reproduccion sexual cuando ocurre, es por medio de ascosporas contenidas en un saco o0 asca.

- Mohos: grupo de hongos microscopicos; organismos pertenecientes al reino Fungi, que se
caracterizan por tener un cuerpo formado por estructura filamentosa con ramificaciones, que se
conocen con el nombre de hifas, el conjunto de hifas constituye el micelio, carecen de clorofila, se
alimentan por absorcién pudiendo propagarse por esporas flageladas o no, las paredes celulares

pueden ser de queratina o celulosa. Crecen formando colonias en un medio selectivo a 25°C.

- Unidades Formadoras de Colonias (UFC): término que debe utilizarse para reportar la cuenta de
colonias en placa, las cuales pueden surgir de una célula o de un cimulo de células.

6.  Materiales, equipos e instrumentos

- Balanza Analitica Digital

- Bario de agua con cubierta que mantenga una temperatura de 45°C.
- Contador de colonias

- Enfriador eléctrico de 2- 8°C.

- Incubadora que mantenga una temperatura de 25°C + 1°C.

- Mecheros Bunsen

- Licuadora industrial

- Termometros de Liquido en vidrio de 20-50°C y de -5-20°C. Calibrado y/o verificado.
- Batas

- Cajas de Petri estériles de 15 X 100 mm de pléastico o de vidrio.

- Cubre bocas.

- Gasas.
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- Gradillas para tubos de 16 x 150 mm

- Guantes desechables de latex.

- Pipetas bacteriologicas graduadas de 5 mL y 10 mL protegidas con tapon de algodon.
- Pipetores.

- Tubos de 16 X 150 mm.

- Vaso de precipitado de 500 mL.

- Utensilios como tenedores, cucharas, cuchillos y/o bisturi

Nota: Todo el material que tenga contacto con las muestras se esterilizara en Horno durante 2 h a 170-
175°C 0 1 h a 180°C; o en autoclave durante 30 min a una temperatura de 121°C. El material de vidrio
puede sustituirse por material desechable que cumpla con las especificaciones deseadas. No debe usarse
material de vidrio dafiado por esterilizacion repetida y éste debe ser quimicamente inerte.

7.  Reactivos

- Agar Papa Dextrosa (PDA).

- Solucion reguladora de fosfatos (Solucién concentrada).

- Solucidn estéril de acido tartarico al 10%.

Nota: Los reactivos y medios de cultivo, se preparan segun el fabricante.

8.  Fase Pre-analitica

8.1. Condiciones ambientales

La prueba se debe realizar a temperatura ambiental entre 18- 27°C y de 50-65% de humedad.

8.2. Preparacion de la muestra

Verificar que el lugar de trabajo esté limpio, todos los reactivos y material para el proceso de las muestras
este completo y debidamente identificado

La preparacion se efectuara de acuerdo a la naturaleza de la muestra:

- Liquidas no viscosas (agua, leche, etc.), facilmente homogeneizable por medios mecanicos
(agitacién).

- Congeladas, fundir por completo en bafio de agua de 40 - 45°C un tiempo méaximo de 15 minutos y
homogeneizar agitando vigorosamente; homogeneizar la muestra antes de iniciar el proceso,
agitando vigorosamente la muestra 25 veces en un arco de 30° por 7s. Las muestras deben
mantenerse en refrigeracion (2-5°C) un maximo de 18 h antes de su analisis, sin llegar a la
descongelacion.

- Solidas y semisolidas congeladas, deben descongelarse en refrigeracion de 4 - 8°C durante 18
h y no méas de 24 h antes de proceder a su analisis.

8.3. Preparacion del material de trabajo.
Para el caso del PDA estar previamente fundido.
9. Fase analitica

Cuenta de mohos y levaduras: Se pesa una cantidad de 10 g de la muestra por analizar en un recipiente
de tamafio adecuado el cual contiene un volumen de 90 mL del diluyente llevado a una temperatura
similar a la de la muestra. Se opera en la licuadora de 1 a 2 min; hasta obtener una suspension completa.
Esta se considera la dilucion 10-1. Se colocan cajas de Petri por duplicado y se inocula 1 mL del
homogeneizado, utilizando para tal proposito una pipeta estéril. Se realizan por lo menos 2 diluciones
consecutivas. Posteriormente se verte de 10 a 15 mL del medio de PDA fundido y mantenido a 45°C en
bafio de agua, el cual previamente se le afiade 1.4 mL de solucion estéril de acido tartarico al 10% por
cada 100 mL de medio fundido obteniendo un pH de 3,5



36

Se mezcla cuidadosamente el indculo con el medio, con 6 movimientos de derecha a izquierda,
6 movimientos en el sentido de las manecillas del reloj, 6 movimientos en el sentido contrario al de las
manecillas del reloj y 6 de atras hacia delante, sobre una superficie lisa y nivelada permitiendo que la
mezcla solidifique dejando las placas de Petri reposando sobre una superficie horizontal fria. También
se preparard una caja control con 15 mL de medio para verificar la esterilidad. Posteriormente se
invierten las placas (boca abajo) y se colocan en la incubadora a 25°C durante 5 dias. Seleccionar las
placas que contengan entre 10 -150 colonias.

Contar todas las colonias desarrolladas en las placas seleccionadas, incluyendo las colonias
puntiformes. Hacer uso de la cuenta colonias para resolver los casos en los que no se pueden distinguir
las colonias de las pequefas particulas del alimento.

10. Fase Post- analitica
a)  Desecho de residuos

Se desecharan de acuerdo a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Proteccion ambiental - Salud ambiental -
Residuos peligrosos biolégico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo.

b)  Lavado de material

Lavar el material utilizado en la determinacion conforme al Procedimiento interno para el
Aseguramiento de la Calidad de los Resultados Analiticos.

11. Calculos

Después de contabilizar las colonias en las placas seleccionadas, efectuar las siguientes formulas
(Ecuacion 1 - 3):

X1 +X,= X3 (1)

X;/2=Y )

Y * FD = UFC (3)
Donde:

X, :Placal

X,: Placa 2

X3: Resultado de la sumatoria de las placas

Y: Media

FD: Factor de Dilucion

UFC : Unidades Formadoras de Colonias; expresar los resultados en g o mL.

12. Interpretacion de resultados

- Dependiendo de las especificaciones microbioldgicas que determine la norma para cada alimento
seran los rangos de aceptacion o rechazo de cada uno de los alimentos en particular.

- Informar: UFC/g o mL de acuerdo al tipo de muestra.

- Unidades formadoras de colonias por gramo o mililitro (UFC/g o ml) de mohos en agar papa -
dextrosa acidificado, incubadas a 25 £ 1°C durante 5 dias.

- Unidades formadoras de colonias por gramo o mililitro (UFC/g o ml) de levaduras en agar papa-
dextrosa acidificado, incubadas a 25 £ 1°C durante 5 dia.

13. Validez de la prueba

El método debe cumplirse con estricto apego para que la prueba tenga la validez., e incluir al menos dos
mohos o levaduras como control a la referencia normativa.
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14. Medidas de seguridad

- Usar bata de laboratorio, cubre bocas, guantes estériles.

- Verificar que el lugar de trabajo esté limpio.

- Revisar que los reactivos y materiales para el proceso de las muestras estén completos y debidamente
identificados.

- Lavarse las manos antes y después del proceso.

- Al término de uso de las cepas de trabajo, se desecharan de a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

Proteccién ambiental- Salud ambiental- Residuos peligrosos bioldgicos- infecciosos- Clasificacion y

especificaciones de manejo.
- Descontaminar el material después de su uso de acuerdo a los procedimientos correspondientes.

15. Medidas de control de calidad

- Verificar la funcionalidad del proceso analitico mediante cepas control las cuales deberan demostrar
purezay viabilidad de las mismas.
- Enel control de esterilidad anotar observaciones solo en caso de presentar algin crecimiento en el medio.
- Lecturay registro de temperaturas de incubacion con termometros calibrados y verificados.
- Todos los equipos e instrumentos deberan estar incluidos en un programa de calibracién, mantenimiento
preventivo y verificacion, de acuerdo a las caracteristicas del equipo.
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16. Apéndice

Box 15
1ml 1ml
1ogémLMueStra ................ .IIIIIIIIIIIIIII.
] L ]
. v: v
—————
90mL Testigo de
— esterilidad
Buffer
J 9 mL Buffer, 9 mL Buffer|
| 10 | 102 | 10%
v \ 4 v A 4 \ 4 v
| ) ) ( ) | ) ( ) ( | e—)
I 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml I
Verter 10 - 15mL PDA. fundido
a45+1°Caclu C——)
l 6 Mov. de Der a Izq.,

6 Mov. en sentido del reloj.
6 Mov. contrarios del reloj.
( ) 6 Mov. de atras hacia delante

Apilar en torre y Mezclar

Incubar a 25 + 1°C por 5 dias

NO

C Fin del proceso )

Sl

Crecimiento de
colonias

A 4

Observar morfologia colonial tipica
Seleccionar placas de 10 -150 UFC

l

Contar colonias y obtener la cuenta en placa
porg o mL

< Fin del proceso >

Figura 5

Determinacion de hongos y levaduras
Fuente: Elaboracion propia, 2024
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Metodo de prueba No. 6. Determinacion de Enterococos

1. Introduccion

El método Enterolert se basa en la tecnologia de sustrato definido (DST). La reaccion se lleva a cabo
cuando los Enterococos utilizan su enzima B-glucosidasa para metabolizar el indicador de nutriente de
Enterolert, 4-metil-umbeliferil B-D-glucosida, ocasionando que la muestra presente fluorescencia,
cuando se expone a la luz ultravioleta a 365nm.

2. Objetivo

Establecer la metodologia para determinar la presencia de Enterococos por la técnica del Namero Mas
Probable (NMP) mediante el sustrato fluorogénico con el kit Enterolert.

3. Alcance

Este método de prueba es aplicable para las aguas dulces y salobres de contacto humano, como playas
recreativas, balnearios, manantiales, fuentes de abastecimiento, etc.

4. Referencia normativa

NOM-210-SSA1-2014. Productos y Servicios. Métodos de prueba microbiolégicos. Determinacion de
microorganismos indicadores. Determinacion de microorganismos patdgenos.

Se complementa con:

NMX-AA-120-SCFI-2006 Que establece los Requisitos y Especificaciones de sustentabilidad de
Calidad de Playas.

NOM-110-SSA1-1994. Bienes y Servicios. Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para
su andlisis microbiologico.

Informacion disponible en Internet sobre la calidad de agua proporcionada por las Secretarias de
Marina, Medio Ambiente y Recursos Naturales, Salud y Turismo de la Republica Mexicana.

Informacion y Metodologia proporcionada por Laboratorios IDEXX. Kit Enterolert.

5.  Términosy definiciones

- Enterococos fecales: Subgrupo de los estreptococos fecales y son diferenciados de otros estreptococos

por su habilidad para crecer en 6.5 % de cloruro de sodio, pH de 9.6 y entre 10°C y 45 °C, ademas de
estar relacionado directamente con enfermedades como gastroenteritis, enfermedades respiratorias,
conjuntivitis y dermatitis, entre otras. Es Indicador Bacteriologico

Enterococos intestinales: a los miembros de la familia Enterococcaceae que incluye a E. faecalis, E.
faecium, Enterococcus durans y Enterococcus hirae. Son cocos Gram positivos que al crecer se
agrupan en cadenas cortas 0 en pares de cocos Gram positivos, anaerobios facultativos, inmoviles,
catalasa negativos.

Playas Recreativas: Aquellas donde se realizan actividades de esparcimiento.

Muestra: al nimero de unidades tomadas de un lote, que han sido seleccionadas en forma aleatoria y
cuyas caracteristicas son lo mas similar posible a las del lote que procede.

Dilucién Primaria: la solucion, suspension o emulsion obtenida después de pesar o medir una cantidad
del producto bajo examen y mezclarla con una cantidad de nueve veces en proporcion de diluyente.

Fluorescencia: fenémeno por el cual algunas sustancias tienen la capacidad de absorber luz a una
determinada longitud de onda, por lo general en el rango ultravioleta, y luego emiten luz en una
longitud més larga.
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- NMP: Numero Més Probable.

6. Materiales, equipos e instrumentos

- Asasde 1pL

- Balanza con capacidad adecuada y sensibilidad de 0.1g.

- Charolas esteriles desechables Quanti-Tray

- Cubre bocas.

- Enfriador eléctrico de 2°C a 8 °C.

- Gabinete de Luz Ultravioleta 6 LAmpara de luz ultravioleta con longitud de onda larga de 365nm.
- Gasas.

- Googles

- Guantes desechables de latex.

- Incubadora que mantenga una temperatura de 35°C + 0.5°C.

- Mechero Bunsen

- Pipetas bacterioldgicas de 10mL protegidas con tapon de algodon.

- Pipetores.

- Sellador de charolas Quanti-Tray

- Termdmetros Calibrados: Liquido en vidrio de 20-50°C y de -5-20°C.

Nota: Todo el material que tenga contacto con las muestras se esterilizard en Horno durante 2 h a
170-175°C 0 1 h a 180°C; o en autoclave durante 30 min a una temperatura de 121°C. EI material de
vidrio puede sustituirse por material desechable que cumpla con las especificaciones deseadas. No debe
usarse material de vidrio dafiado por esterilizacion repetida y éste debe ser quimicamente inerte.

7.  Reactivos

- Agua Desionizada o Destilada estéril
- Kit de prueba Enterolert ™

Nota: Los reactivos y medios de cultivo, se preparan segun el fabricante.

8.  Fase Pre-analitica

8.1. Condiciones ambientales

La prueba se debe realizar a temperatura ambiental entre 18- 27°C y de 50-65% de humedad.
8.2. Preparacion de la muestra

Verificar que el lugar de trabajo esté limpio. Todos los reactivos y materiales para el proceso de las
muestras estén completos y debidamente identificados.

Las muestras congeladas deben mantenerse en refrigeracion (2°C-5°C) un maximo de 18 horas
antes de su analisis, sin llegar a la descongelacion.

Homogeneizar la muestra antes de iniciar el proceso, agitando vigorosamente la muestra 25 veces
en un arco de 30° por 7s a excepcion de muestras de alimentos.

Realizar el pesado de las muestras con el diluyente para tener una mayor exactitud en la dilucion,
el cual debe encontrarse a una temperatura similar a ésta

8.3. Preparacion del material de trabajo.

Para el caso del reactivo y charolas Quanty-Tray consultar las instrucciones del Kit de prueba Enterolert
™

9. Fase analitica

Procedimiento de enumeracion Quanti-Tray:



41

Las muestras deben alcanzar una Temperatura Ambiente (18°C a 27°C). Para Agua Dulce usar
100 mL de muestra. Para Aguas salobres, preparar una dilucién 1:10. Utilizar agua estéril Desionizada
o0 destilada, libre de oxidantes y de presencia de Bacillus que pueden interferir con la prueba. Afadir
10mL de muestra a 90mL de agua estéril, mezclar y agregar el contenido de un paquete de reactivo,
cuidando no tocar la abertura del paquete, para evitar contaminacion. Tapar y agitar el recipiente hasta
disolucion del reactivo. Verter la mezcla de muestra en una charola ya identificada de Quanti-Tray. Sellar
la charola en un sellador de Quanti-Tray para distribuir la muestra en los 49 pocillos grandes y 48 pocillos
pequefios. Colocar la bandeja sellada con los pocillos hacia abajo, en una incubadora a 41°C £ 0.5°C
durante 24h.

Después del tiempo de incubacion establecido, se procede a leer las charolas con muestra,
buscando fluorescencia. La lectura se haré en el gabinete de luz ultravioleta a 365nm, ¢ usando una
lampara de luz ultravioleta, en un entorno oscuro; asegurarse que el haz de luz se encuentre alejada de
los ojos y dirigida hacia la muestra. Cuando el sustrato es hidrolizado por la enzima de la bacteria produce
en la celda o pocillo un color azul, interpretandose este como Positivo y la muestra es Negativa si no se
observa ningin cambio de color. Contar el numero de pocillos (grandes y chicos) fluorescentes
(Positivos) de las charolas y referirse a la tabla NMP (NUmero mas Probable) proporcionado por el
fabricante para determinar el NMP/100mL.

10. Fase Post- analitica
c)  Desecho de residuos

Se desecharan de acuerdo a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Proteccion ambiental - Salud ambiental -
Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo.

d) Lavado de material

Lavar el material utilizado en la determinacion conforme al Procedimiento interno para el
Aseguramiento de la Calidad de los Resultados Analiticos.

11. Calculos

Interpolar los resultados positivos en las Tablas de Numero méas Probable. Multiplicar el valor NMP por
el factor de dilucion para obtener el resultado cuantitativo apropiado NMP/100mL. Ejemplo:

- N° de pozos pequefios positivos: 4
- N° de pozos grandes positivos: 20
- Valor interpretado en la Tabla N°1: 30.1
- Factor de dilucion: 10
- Resultado final: 301

12. Interpretacion de resultados

- Los resultados son definitivos a las 24h a 28h. Ademas los positivos para Enterococos observados
antes de las 24h y los negativos observados después de las 28h también son validos.

13. Validez de la prueba

El método debe cumplirse con estricto apego para que la prueba tenga la validez., e incluir al menos dos
bacterias como control: Enterococcus faecium ATCC 35667 (control positivo), Serratia marcescens
ATCC 43862 (control negativo), que sean tomados de las cepas de referencia por cada lote de muestras
procesadas.

14. Medidas de seguridad

- Usar bata de laboratorio, cubre bocas, guantes estériles.

- Verificar que el lugar de trabajo esté limpio.

- Revisar que los reactivos y materiales para el proceso de las muestras estén completos y debidamente
identificados.

- Lavarse las manos antes y después del proceso.
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- Al término de uso de las cepas de trabajo, se desecharan de a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002.
Proteccion ambiental- Salud ambiental- Residuos peligrosos bioldgicos- infecciosos- Clasificacion y
especificaciones de manejo.

- Descontaminar el material después de su uso de acuerdo a los procedimientos correspondientes.

15. Medidas de control de calidad

- Verificar la funcionalidad del proceso analitico mediante cepas control las cuales deberan demostrar
purezay viabilidad de las mismas.

- Enel control de esterilidad anotar observaciones solo en caso de presentar algin crecimiento en el medio.

- Lecturay registro de temperaturas de incubacion con termometros calibrados y verificados.

- Todos los equipos e instrumentos deberan estar incluidos en un programa de calibracion, mantenimiento
preventivo y verificacion, de acuerdo a las caracteristicas del equipo.

16. Apéndice

Preparar una dilucion 1:10 (10mL de muestra con
90mL de agua esteril) 6 tomar 100mL de muestra

y Agregar el reactivo

Homogeneizar y verter la mezcla
en la charola Quanti-Tray y
Sellarla.

L 4

Incubar 24h a 41°C + 0.5°C

Leerceldas
fluorescentes a
las 24h

Hacer calculos de acuerdo con las tablas
de NMP de Enterococos

Figura 5
Determinacién Enterococos




Capitulo Il. Métodos de prueba para la determinaciéon de Patdgenos
especificos
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Metodo de prueba No. 1. Determinacion cualitativa de Salmonella spp.

1.

Introduccion

La determinacion de la presencia o ausencia de salmonella spp, en cierta cantidad de masa o volumen
especifico de producto, se lleva a cabo mediante etapas sucesivas, las cuales son: Pre-Enriquecimiento,
Enriquecimiento Selectivo, Aislamiento en medios de cultivos selectivos y diferenciales, Identificacion
Bioquimica y confirmacion Seroldgica de los microorganismos.

2. Objetivo

Determinar Salmonella spp. mediante su aislamiento en alimentos

3. Alcance

Este método es aplicable para la deteccién de Salmonella spp. en productos para consumo humano, asi
como areas de produccién y manejo de alimentos especialmente en productos donde las condiciones
ambientales permiten la contaminacién de estos productos por microorganismos de la familia
Enterobacteriaceae.

4. Referencia normativa

NOM-210-SSA1-2014, Productos y servicios. Métodos de prueba microbiol6gicos. Determinacién de
microorganismos indicadores. Determinacion de microorganismos patogenos. Apéndice Normativo A.
Método de referencia para el aislamiento de Salmonella spp

5. Teérminos y definiciones

Aislamiento: en este paso se utilizan medios sélidos que restringen el crecimiento de otros géneros
diferentes a Salmonella y permite el reconocimiento visual de colonias sospechosas.

Alimento: Cualquier sustancia o producto, sélido, semisolido o liquido, natural o transformado, que
proporciona al organismo elementos para su nutricién.

Carnicos: es el producto pecuario de mayor valor. Posee proteinas y aminoacidos, minerales, grasas
y acidos grasos, vitaminas y otros componentes bioactivos, asi como pequefias cantidades de
carbohidratos. Desde el punto de vista nutricional, la importancia de la carne deriva de sus proteinas
de alta calidad, que contienen todos los aminoacidos esenciales, asi como de sus minerales y
vitaminas de elevada biodisponibilidad.

Enriguecimiento Selectivo: empleado con el propdsito de incrementar las poblaciones de
Salmonella e inhibir otros organismos presentes en la muestra.

Homogeneizar: Hacer que una cosa sea homogénea igualando o haciendo uniformes los elementos
que la componen.

Identificacién Bioguimica: este paso permite la identificacion genérica de los cultivos de Salmonella
y eliminacion de cultivos sospechosos falsos.

Lacteos: EI grupo incluye alimentos como lalechey sus derivados procesados
(generalmente fermentados). Las plantas industriales que producen estos alimentos se caracterizan
por la manipulacion de un producto altamente perecedero, como la leche, que debe vigilarse y
analizarse correctamente durante todos los pasos de la cadena de frio hasta su llegada al consumidor.

Método de Prueba: Procedimiento técnico utilizado para la determinacion de parametros o
caracteristicas de un producto, proceso o servicio.

Muestra: a la cantidad de material que posee todas las caracteristicas fisicas, fisicoquimicas, y
microbiologicas del producto a evaluar.


https://es.wikipedia.org/wiki/Leche
https://es.wikipedia.org/wiki/Subproducto
https://es.wikipedia.org/wiki/Alimentos_fermentados
https://es.wikipedia.org/wiki/Alimento
https://es.wikipedia.org/wiki/Cadena_de_fr%C3%ADo
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- Producto de la pesca: Cualquier producto para consumo humano, derivado en parte o en su totalidad
de los recursos de la flora y fauna acuaticas, sean peces, crustaceos, moluscos o equinodermos.

- Preenriquecimiento: es el paso donde la muestra es enriquecida en un medio nutritivo no selectivo,
que permite restaurar las células de Salmonella dafiadas a una condicion fisiologica estable.

- Reactivo: (quimica) toda sustancia que interactGa con otra en una reaccion quimica y que da lugar
a otras sustancias de propiedades, caracteristicas y conformacion distinta, denominadas productos
de reaccion o simplemente productos.

- Salmonella: es un género de bacterias que pertenece a la familia Enterobacteriaceae, formado por
bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, con flagelos peritricos y que no desarrollan
capsula (excepto la especie S. typhi) ni esporas. Son bacterias mdviles que producen &cido
sulfhidrico (H2S). Emplean glucosa por poseer una enzima especializada, pero no lactosa, y no
producen ureasa ni tienen metabolismo fermentativo.

- Serotipificacion: es una técnica seroldgica que permite la identificacion especifica de un cultivo.

6. Materiales, equipos e instrumentos

- Agitador vortex

- Balanza analitica con capacidad adecuada y sensibilidad de 0.1g

- Barfio de Agua que opere a 45°C + 2°C

- Barfio de Agua de circulacion o Incubadora que mantenga una temperatura de 41.5°C + 1°C
- Enfriador eléctrico de 2°C a 8°C

- Incubadora que mantenga una temperatura de 36°C + 1°C

- Homogeneizador peristaltico (Stomacher)

- Juego de pesas

- La&mpara de aglutinacion con lupa

- Licuadora industrial de 2 velocidades

- Mechero Bunsen

- Microscopio

- Placa de calentamiento

- Termometros Calibrados: Liquido en vidrio de 20-50°C y de -5-20°C con division minima de 0.5°C
- Aplicadores de madera

- Asas bacterioldgicas de 3 mm de diametro

- Asas desechables 6 de platino de 1mm de didmetro

- Asas rectas de platino

- Bolsas estériles para homogeneizador (Stomacher)

- Cajas de Petri estériles desechables

- Cubre bocas.

- Gasas

- Gradillas para tubos de 16 x 150 mm y 13 x 100mm

- Guantes desechables de latex

- Papel filtro

- Papel pH (intervalo de 6-8) con graduaciones maximas de 0.4 unidades

- Pipetas bacteriologicas de 10mL, 5mL y 1mL graduadas en 0.1mL protegidas con tapon de algodon.
- Pipetores

- Portaobjetos o placas de vidrio con anillos para serologia

- Tubos de 16 x 150mm y 13 x 100mm

- Utensilios: Tenedores, Cucharas, cuchillos, charolas de aluminio, Pinzas y, hojas y mango de Bisturi
- Vasos de Licuadora

Nota: Todo el material que tenga contacto con las muestras se esterilizard en Horno durante 2 h a 170-
175°C 0 1 h a 180°C; o en autoclave durante 30 min a una temperatura de 121°C. El material de vidrio
puede sustituirse por material desechable que cumpla con las especificaciones deseadas. No debe usarse
material de vidrio dafiado por esterilizacién repetida y éste debe ser quimicamente inerte


http://es.wikipedia.org/wiki/Qu%C3%ADmica
http://es.wikipedia.org/wiki/Sustancia
http://es.wikipedia.org/wiki/Reacci%C3%B3n_qu%C3%ADmica
http://es.wikipedia.org/wiki/Propiedad_qu%C3%ADmica
http://es.wikipedia.org/wiki/Producto_(qu%C3%ADmica)
http://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
http://es.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacilo
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria_Gram_negativa
http://es.wikipedia.org/wiki/Organismo_anaerobio
http://es.wikipedia.org/wiki/Flagelo_bacteriano
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_sulfh%C3%ADdrico
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_sulfh%C3%ADdrico
http://es.wikipedia.org/wiki/Glucosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Lactosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Ureasa

46

7. Reactivos

- Agar Entérico de Hektoen (EH)

- Agar Hierro y Lisina (LIA)

- Agar Hierro y Triple Azucar (TSI)

- Agar Nutritivo (AN): Agar Cerebro y Corazon (BAB), Agar Soya Tripticasa (AST) y Agar Cuenta
Estandar (ACE)

- Agar Sulfito de Bismuto (ASB)

- Agar Urea

- Agar Verde Brillante (VB)

- Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD)

- Agua Peptonada Amortiguada (APAmM)

- Alcohol etilico al 70%

- Antisuero polivalente de Salmonella soméatico O de los grupos A hasta el | més Vi.

- Caldo L-Lisina Descarboxilasa

- Caldo Lactosado (CL)

- Caldo Rojo de Metilo-Voges Proskauer (RM-VP)

- Caldo de Muller - Kauffmann Tetrationato Novobiocina (MKTTn)

- Caldo Soya Tripticaseina (CST)

- Caldo Triptona (T1No)

- Caldo Rappaport — Vassiliadis con Soya (RVS)

- Caseina

- Discos impregnados de ONPG (O-Nitrofenil-B-D-Galactopirandsido)

- Leche Descremada Reconstituida (LDR)

- Reactivo de Kovac 6 Erlich

- Solucion de a-naftol al 6%.

- Solucién de Acido Clorhidrico (HCI) al 1N estéril

- Solucion de Creatina (N-amidinosarcosina) al 0.5%

- Solucién de Hidroxido de Potasio (KOH) al 40%

- Solucién de Hidroxido de Sodio (NaOH) al 1N estéril

- Solucion Purpura de bromocresol al 0.2%

- Solucion de Yoduro de Potasio

- Solucién Salina Fisiologica al 0.85%.

- Solucion Verde Brillante al 0.1%

- Sulfato Ferroso

- Sulfato de Potasio (K2SO4)

- Tergitol / Anidnico estéril o Tritén X-100 estéril.

- Yodo

Nota: Los reactivos y medios de cultivo, se preparan segun el fabricante

8.  Fase Pre-analitica

8.1. Condiciones ambientales

La prueba se debe realizar a temperatura ambiental entre 18- 27°C y de 50-65% de humedad.
8.2. Preparacion de la muestra

Verificar que el lugar de trabajo esté limpio, todos los reactivos y material para el proceso de las muestras
este completo y debidamente identificado

Para obtener una submuestra para el analisis de muestras congeladas, descongelar en un bafio de agua con
temperatura controlada y flujo continuo a 45°C £ 2°C durante 15min, o mantener la muestra durante 18 h
de 2-5°C.

Preparacion de la muestra de acuerdo a su naturaleza:

a) Pre-enriquecimiento (procedimiento general para la preparacion de muestras):
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Pesar asépticamente 25 g 6 mL de la muestra y adicionar 225 mL del medio de pre-enriquecimiento
estéril para obtener una dilucion 1:10. Licuar u homogenizar durante un minuto.

En una situacion atipica y justificada, si la porcion utilizada en el ensayo es distinta a 25 g, se
deberd utilizar la cantidad necesaria de medio de pre-enriquecimiento para obtener una dilucion 1:10.

En casos excepcionales, cuando es necesario analizar mas de una porcion de 25 g de un lote
especifico de alimento y teniendo evidencia de que si hay mezcla de tales porciones no afecta el resultado,
las muestras pueden ser compuestas; es decir, si 10 muestras de 25 g seran examinadas, combinar las 10
porciones para obtener 250 g y adicionar 2.25 L del caldo de pre-enriquecimiento precalentado a 36°C +
1°C. Sin embargo, se debe tomar en cuenta que para inocular el caldo selectivo RVS y MKTTn
aumentaran las porciones de 10mL a 100mL teniendo que inocular ImL y 10mL respectivamente.

En caso de uso general utilizar como medio de pre-enriquecimiento APAm, incubar la dilucion
inicial a 36°C * 1°C por 18h * 2h.

b)  Procedimiento especifico para la preparacion de la muestra segun el producto

Para moluscos en concha, desconchados y congelados. Pesar el total de la muestra, maximo 200 g
(carne y licor) y adicionar igual cantidad de APAm para obtener una dilucion 1:2. Licuar por 2 min.
Inocular a temperatura ambiente 50g del homogenizado (dilucion 1:2) a 200 mL de APAm e incubar a
36°C + 1°C por 18h + 2h.

Productos que contienen cacao. Agregar al Agua Peptonada Amortiguada 50g/L de caseina (no usar
caseina acida) o 100g/L de leche descremada en polvo, incubar a 36°C + 1°C por 2h, afiadir 0.018g/L de
verde brillante. Continuar como se indica en el procedimiento analitico.

Productos acidos y acidificantes. Asegurarse de que el pH no se encuentre por debajo de 4.5 durante el
pre-enriquecimiento, puede utilizarse APAm a doble concentracién. en caso de que se requiera subir el
pH a més de 4.5 utilizando NaOH 1N, registrar esta cantidad para alcanzar un pH entre 5 -7. Continuar
como se indica en el procedimiento analitico.

Moluscos en concha. En general, deben tomarse un minimo de 10 - 12 moluscos bivalvos, a fin de obtener
una muestra representativa y permitir la seleccion de animales completos disponibles para su desconche.
Con la mayoria de las especies, esto permite una adecuada seleccién y se obtendran aproximadamente
200 g de licor y carne. Por otro lado, diez a doce piezas de ciertas especies pequefias de moluscos bivalvos,
pueden producir mucho menos que 100 g de licor y carne por lo que se deben usar de veinte piezas a
treinta piezas de estas especies para obtener el peso adecuado.

- Limpieza de la concha. Lavarse las manos con agua potable y jabon antes de comenzar. enjuagar el
exceso de suciedad de las conchas y cepillar con un cepillo estéril, ocupando uno para la muestra
completa; bajo el chorro de agua potable poniendo particular atencion en las hendiduras de las conchas.
Colocar las conchas limpias en toallas de papel absorbente o gasas limpias. Desechar los moluscos que
tengan las conchas dafiadas o con las valvas abiertas.

- Remocion del contenido. Lavarse las manos con agua, jabdn y enjuagarse con alcohol al 70%. se puede
utilizar guantes para evitar lesionarse. Sostener el molusco en la mano sobre una gasa dirigiendo la
unién de las valvas o bisagra hacia el analista apoyandose sobre la mesa. Con un cuchillo desconchador
estéril, insertar la punta entre las valvas y hacer palanca para cortar el masculo abductor. Drenar el
licor de la concha dentro de un recipiente estéril. Cortar el masculo abductor de las conchas y vaciar el
cuerpo del animal dentro del mismo recipiente. continuar como se indica en el procedimiento analitico.

Moluscos, desconchados y congelados. Pesar el total de la muestra, maximo 200 g (carne y licor) y
adicionar igual cantidad de APAm para obtener una dilucion 1:2. licuar por 2 min. Continuar como se
indica en el procedimiento analitico.
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Yema de huevo en polvo, clara de huevo en polvo, huevo en polvo, leche fluida, leche descremada,
leche con 2% de grasa, entera y suero de leche mezclas preparadas en polvo (harinas para pastel,
galletas, donas, bisquets y pan) formulas infantiles y alimentos para administraciéon por canula u
oral, que contengan huevo. Si las muestras no estan en polvo, agregar 225 mL de APAm. Si el producto
es un polvo, agregar aproximadamente 15 mL de agua peptonada y agitar con una varilla de vidrio,
cuchara o abate lenguas, hasta obtener una suspensién homogeénea. agregar tres porciones mas de 10 mL,
10 mL y 190 mL para un total de 225 mL. Agitar suficientemente hasta que la suspension no contenga
grumos. Tapar el frasco y dejar en reposo durante 60 min = 5 min a temperatura del laboratorio promedio
que oscila entre 18- 27°C. Mezclar por agitacion, aflojar la tapa a 1/4 de vuelta, e incubar a 36°C + 1°C
18h £ 2h. Continuar como se indica en el procedimiento analitico.

Huevos

i. Encascardn. Eliminar cualquier material ajeno adherido a la superficie del cascaron. desinfeccion
del cascaron: preparar la solucién desinfectante (1:3) que consiste en adicionar tres partes de una
solucion de etanol o isopropanol al 70% a una parte de solucion de yodo/yoduro de potasio. Preparar
una solucion de alcohol al 70% diluyendo 700 mL de etanol al 100% hasta completar un volumen
final de 1000 mL de agua destilada estéril o bien diluir 700 mL de alcohol al 95% con agua destilada
estéril hasta completar un volumen final de 950 mL. La solucién de yodo/yoduro de potasio se
prepara como sigue: pesar 100 g de yoduro de potasio y disolver en 200 -300mL de agua destilada
estéril. Adicionar 50 g de yodo y calentar suavemente con agitacion constante hasta disolver el yodo.
Disolver esta solucion hasta completar un volumen final de 1000 mL de agua destilada estéril y
almacenar en una botella &mbar con tapon de vidrio en la oscuridad. Sumergir los huevos en esta
solucion por al menos 10 s, sacarlos y dejar secar al aire. Cada muestra consiste de 20 huevos, en
un total de 50 muestras por cada gallinero. Abrir los huevos en condiciones asépticas con guantes
estériles y pasar a un recipiente estéril, cambiar guantes entre cada muestra. Evitar que fragmentos
del cascaron caigan en el contenedor. Mezclar completamente las yemas y claras con una cuchara o
cualquier otro instrumento estéril. mantener las muestras a temperatura ambiente (20-24°C) por 96h
+ 2h. después de este tiempo, tomar 25 mL o 25 g de la mezcla anterior y 25 mL de un CST de
prueba (testigo) en un contenedor de 500 mL y agregar 225 mL de CST suplementado con sulfato
ferroso (35 mg de sulfato ferroso a 1000 mL de CST). Mezclar bien por agitacion. Dejar en reposo
durante 60 min £ 5min a temperatura ambiente. Mezclar nuevamente por agitacion y determinar pH
con papel indicador. Ajustar el pH, si es necesario, a 6.8 + 0.2. Incubar 24h + 2h a 36°C + 1°C.
Continuar como se indica en el procedimiento analitico.

ii. Entero liquido (homogeneizado). Combinar 15 porciones de 25 mL cada una para dar una muestra
combinada de 375 mL en un matraz Erlenmeyer de 61. Mantener esta mezcla a temperatura ambiente
(20 - 25°C) por 96h £ 2h. después de este tiempo, adicionar 3375 mL de CST suplementado con
sulfato ferroso. Mezclar bien por agitacion. Dejar en reposo durante 60 min + 5 min a temperatura
ambiente. Mezclar nuevamente por agitacion y determinar pH con papel indicador. Ajustar el pH,
si es necesario, a 6.8 = 0.2. incubar 24h = 2h a 36°C = 1°C. Continuar como se indica en el
procedimiento analitico.

iii. Cocido o Hervido (de pollo, pato u otros). Si el cascaron del huevo se encuentra intacto, desinfectar
como se describe en el inciso (i) y separar en condiciones asépticas el cascaron. pulverizar la yema
y la clara y pesar 25 g en un matraz Erlenmeyer de 500 mL u otro recipiente apropiado. Agregar
225 mL CST (sin sulfato ferroso). Mezclar bien por agitacion y continuar como se describe para
huevo en cascaron. Continuar como se indica en el procedimiento analitico.

Leche descremada en polvo y caseina. Pesar 50 g de producto en 1 L de APAm, incubar a 36°C + 1°C
por 24h * 2h, despues de 2 h de incubacion, adicionar 2 mL de solucion verde brillante 1% si el alimento
tiene alta probabilidad de estar contaminado con microbiota Gram positivo. Incubar durante 18h + 2h a
36°C * 1°C. Continuar como se indica en el procedimiento analitico.
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Productos que contienen huevo (pastas, rollos de huevo, macarrones, espagueti), quesos, ensaladas
preparadas a base de: jamodn, huevo, pollo, atlin, pavo; frutas y verduras frescas congeladas o secas;
frutas secas, carne, crustaceos (camarones, cangrejo, cangrejo de rio, langosta, langostinos) y
pescado. De preferencia, no descongelar muestras congeladas, antes de someterlas al andlisis. si la
muestra esta congelada para obtener una submuestra para el analisis, descongelar en un bafio de agua con
temperatura controlada y flujo continuo a 45°C + 0.2°C durante 15 min, o0 mantener la muestra. Durante
18 h de 2-5°C. pesar en condiciones asépticas, 25 g de muestra en un vaso de licuadora. Agregar 225 mL
de APAm y licuar por 2 min. pasar a un frasco estéril de boca ancha y tapa de rosca de 500 mL, mezclar
por agitacion, aflojar la tapa a 1/4 de vuelta e incubar durante 18 h + 2h a 36°C £ 1°C. Continuar como se
indica en el procedimiento analitico.

Levadura seca (levadura activa e inactiva). Pesar en condiciones asépticas, 25 g de muestra, en un
frasco estéril de boca ancha y tapa de rosca de 500 mL. Agregar 225 mL de CST. mezclar bien hasta
formar una suspension homogenea. Dejar en reposo, a la temperatura del laboratorio, durante 60 min + 5
min, con la tapa bien cerrada. Mezclar bien por agitacion y determinar pH con papel indicador. Ajustar el
pH si es necesario, a 6.8 + 0.2. Mezclar bien antes de ajustar el pH final. Aflojar la tapa a 1/4 de vuelta e
incubar durante 24h + 2h a 36°C + 1°C. Continuar como se indica en el procedimiento analitico.

Mezclas para reposteria o cremas pasteleras. Pesar en condiciones asépticas, 25 g de muestra, en un
frasco estéril de boca ancha y tapa de rosca, de 500 mL. Agregar 225 mL de caldo nutritivo y mezclar
bien. Dejar en reposo a la temperatura del laboratorio, durante 60 min £ 5 min, con la tapa bien cerrada.
Ajustar el pH si es necesario, a 6.8 + 0.2 Mezclar bien, antes de ajustar el pH final. Aflojar la tapa a 1/4
de vuelta e incubar durante 24h + 2h a 36°C + 1°C. Continuar como se indica en el procedimiento
analitico.

Especias: (pimienta negra, pimienta blanca, semillas de apio en hojuelas, chile en polvo, cominos,
paprika, hojuelas de perejil, romero, semilla de ajonjoli, tomillo y yerbas en hojuelas). Pesar en
condiciones asépticas, 25 g de muestra, en un frasco estéril de boca ancha y tapa de rosca de 500 mL.
Agregar 225 ml de CST. Mezclar bien. Dejar en reposo con la tapa bien cerrada, durante 60 min £ 5 min
a temperatura de laboratorio. Mezclar bien por agitacion y determinar pH con papel indicador. Ajustar el
pH si es necesario, a 6.8 £ 0.2. Mezclar bien, antes de ajustar el pH final. Aflojar la tapa a 1/4 de vuelta e
incubar durante 24h + 2h a 36°C £ 1°C. Continuar como se indica en el procedimiento analitico.

Cebolla en hojuelas, cebolla en polvo, ajo en hojuelas. Pesar en condiciones asépticas, 25 g de muestra,
en un frasco estéril de boca ancha y tapa de rosca, de 500 mL. Pre-enriquecer la muestra en CST
adicionado con K>SO4 (5g de K2SO4 por 1000mL de CST, resultando una concentracion final de 0.5% de
K2S04). Agregar el K2SOs al caldo antes de esterilizar, distribuir en volimenes de 225mL en matraces
Erlenmeyer de 500mL esterilizar a 121°C por 15 min. Después de esterilizar, Determinar el pH
asépticamente, ajustando de 5 a 7. Incubar a 36°C + 1°C durante 24h + 2h. Continuar como se indica en
el procedimiento analitico.

Pimienta de jamaica, canela, clavo y orégano. Hasta ahora, no se conocen métodos para neutralizar la
toxicidad de estas cuatro especias. Lo que se recomienda para su analisis, es diluirlas mas alla de su nivel
toxico. En el caso de la pimienta de jamaica, canela y orégano; preparar diluciones con una relacion 1:100
muestra/CST; y para el clavo, una relacion 1:1000. en el caso de condimentos en hojas secas, preparar
diluciones cuya relacion sea mayor a 1:10, debido a las dificultades que se han encontrado para que el
caldo se absorba en productos deshidratados. Analizar estas especias como se describe para la pimienta
negra, manteniendo las relaciones muestra/CST, recomendadas. Incubar a 36°C * 1°C durante 24h + 2h.
Continuar como se indica en el procedimiento analitico.

Dulce, cubierta de dulce (incluyendo chocolate). Pesar en condiciones asépticas, 25 g de muestra en un
vaso de licuadora u homogeneizador peristaltico tipo Stomacher. agregar 225 mL de leche descremada,
reconstituida, estéril y licuar por 2 min. Pasar la mezcla homogeneizada a un frasco de boca ancha, con
tapon de rosca de 500mL y dejar en reposo durante 60min = 5min, con la tapa bien cerrada, a temperatura
del laboratorio. Mezclar bien por agitacion y determinar pH con papel indicador y/o potenciometro. ajustar
el pH si es necesario a 6.8 + 0.2. Agregar 0.45 mL de solucion acuosa de verde brillante al 1% y mezclar
bien. Aflojar la tapa a 1/4 de vuelta e incubar durante 24h + 2h a 36°C £ 1°C. Continuar como se indica
en el procedimiento analitico.
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Coco. Pesar, en condiciones asépticas, 25 g de muestra, en un frasco estéril de boca ancha y tapa de rosca,
de 500 mL o cualquier otro recipiente adecuado. agregar 225 mL de Caldo Lactosado estéril. Agitar bien
y dejar en reposo a la temperatura del laboratorio durante 60 min £ 5min, con la tapa bien cerrada. Mezclar
bien por agitacion y determinar pH con papel indicador. Ajustar el pH si es necesario, a 6.8 + 0.2. Agregar
hasta 2.25 mL de tergitol/anionico (pasado por vapor fluente durante 15 min) y mezclar bien.
Alternativamente se puede usar Triton X-100 (pasado por vapor fluente durante 15 min). Limitar el uso
de estos surfactantes a la cantidad minima necesaria para evitar la formacion de espuma. En el caso de
Triton X-100, con dos gotas a tres gotas es suficiente. Aflojar la tapa a 1/4 de vuelta e incubar durante
24h £ 2h a 36°C % 1°C. Continuar como se indica en el procedimiento analitico.

Colorantes y substancias coloridas para alimentos. En El caso de colorantes con pH mayor a 6.0
(suspensiones acuosas al 10%), aplicar el método descrito para huevo entero desecado.

Colorante (lacas) o colorantes con pH abajo de 6.0. Pesar en condiciones asépticas, 25 g de muestra en
un frasco estéril de boca ancha y tapa de rosca de 500mL o cualquier otro recipiente adecuado. Agregar
225 mL de CTT sin verde brillante. Mezclar bien por agitacion y determinar pH con papel indicador.
ajustar el pH. Agitar bien y dejar en reposo a la temperatura ambiente durante 60 min £ 5 min, con la tapa
bien cerrada. Ajustar el pH a 6.8 + 0.2 y agregar 2.25 mL de solucion al 0.1% de verde brillante mezclar
completamente, por agitacion. Aflojar la tapa a 1/4 de vuelta e incubar durante 24 h £ 2h a 36°C + 1°C.
Continuar como se indica en el procedimiento analitico.

Gelatina. Pesar, en condiciones asépticas, 25 g de muestra, en un frasco estéril de boca ancha y tapa de
rosca, de 500 mL o cualquier otro recipiente adecuado. Agregar 225 mL de APAm estéril, agregar 5 mL
de solucion acuosa de papaina al 5% y mezclar bien. Colocar la tapa bien cerrada e incubar a 36°C + 1°C
por 60 min £ 5 min. Mezclar bien y aflojar la tapa a 1/4 de vuelta e incubar durante 18h + 2h a 36°C +
1°C. Continuar como se indica en el procedimiento analitico.

Carnes, substitutos de carne, productos carnicos, sustancias de origen animal, glandulas y otros
alimentos (pescado, carne y hueso). Pesar, en condiciones asépticas, 25 g de muestra, en un vaso de
licuadora. Agregar 225 mL de APAm estéril y licuar por 2 min. Aflojar la tapa a 1/4 de vuelta e incubar
durante 24h + 2h a 36°C + 1°C. Continuar como se indica en el procedimiento analitico.

Ancas de rana. Colocar 15 pares de ancas de rana en una bolsa de plastico estéril y cubrirlas con APAm
en una proporcion 1:9 muestra/caldo (g/mL). Si se estima que un solo par de ancas, pesa un promedio de
25 g 0 mas, analizar un solo par, por cada 15 pares. Colocar la bolsa en un vaso de plastico grande o
cualquier otro recipiente. Incubar a 36°C + 1°C por 18h + 2h. Continuar el analisis, como se indica en el
procedimiento analitico.

Conejo en canal. Introducir el conejo en una bolsa de plastico estéril y colocarlo en un vaso u otro
contenedor de tamafio suficiente para sumergir la canal. Adicionar agua peptonada amortiguada en una
proporcién 1:9 muestra/caldo (g/mL) para cubrir la muestra. Mezclar bien con agitacion. Incubar a 36°C
+ 1°C por 18h + 2h. Continuar el analisis como se indica en el procedimiento analitico.

Jugo de naranja (pasteurizado y sin pasteurizar), jugo de manzana (pasteurizado y sin pasteurizar).
En condiciones asépticas, agregar 25 mL de la muestra'y 225 mL de APAm, en un frasco de boca ancha
estéril, con tapa de rosca de 500 mL u otro recipiente apropiado. Agitar para mezclar completamente.
Incubar con la tapa suelta por 18h + 2h a 36°C + 1°C. Continuar como se indica en el procedimiento
analitico.

Orejas de puerco. Colocar en una bolsa de plastico una pieza (de dos a tres piezas si éstas son pequefias)
por cada unidad analitica. Introducir la bolsa en un vaso o en un contenedor adecuado. Adicionar APAmM
en una proporcion 1:9 de muestra/caldo (g/mL) para cubrir las piezas. Mezclar bien con agitacion e
incubar a 36°C + 1°C por 18h + 2h. Continuar como se indica en el procedimiento analitico.

Melones. Preferentemente no descongelar las muestras antes del analisis. Si la muestra esta congelada
atemperar las muestras para obtener la porcion analitica. Descongelar en un bafio de agua con temperatura
controlada con termostato, a 45°C + 0.2°C durante 15 min y con agitacion constante, o descongelar
manteniendo la muestra a 2-5°C durante 18 h.
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- Para la fruta picada o cortada, pesar 25 g en condiciones asépticas en un vaso de licuadora.
Adicionar 225mL de APAm estéril y licuar por 2 min. Pasar el homogeneizado a un frasco estéril
de boca ancha y tapa de rosca, de 500 mL o cualquier otro recipiente adecuado. Aflojar la tapa e
incubar a 36°C + 1°C por 18h + 2h. Continuar como se indica en el procedimiento analitico.

- Fruta Entera, no enjuagarlos aun si presentan tierra o suciedad visible. Analizarlos como esten.
Colocar los melones en una bolsa de plastico estéril. Agregar suficiente APAmM que permita que el
melon flote. EI volumen del APAm puede ser una y media veces el peso del meldn. por ejemplo,
los melones pesan 1500 g probablemente se necesitara un volumen de aproximadamente 2250 mL
de APAm. Adicionar mas APAm si es necesario. Colocar la bolsa de plastico con los melones y el
agua en un vaso u otro contenedor de tamario suficiente para sumergir los melones. doblar el extremo
de la bolsa de plastico de forma segura pero no apretada para que permita el paso de aire durante la
incubacion. Incubar abriendo ligeramente la bolsa a 36°C + 1°C por 18h £ 2 h. Continuar como se
indica en el procedimiento analitico.

Mangos. De preferencia, no descongelar las muestras antes de su andlisis. Si estan congeladas, atemperar
las muestras para obtener la porcion analitica. Descongelar en un bafio de agua con temperatura controlada
y termostato, a 45°C + 0.2°C durante 15 min y con agitacion constante, o descongelar manteniendo la
muestra a 2-5°c durante 18 h.

- Para la fruta picada o cortada, pesar 25 g en condiciones asépticas en un vaso de licuadora.
Adicionar 225 mL de APAm estéril y licuar por 2 min. en condiciones asépticas, pasar el
homogeneizado a un frasco estéril de boca ancha y tapa de rosca, de 500 mL o cualquier otro
recipiente de tamario suficiente para sumergir los mangos. Aflojar la tapa 1/4 de vuelta e incubar a
36°C * 1°C por 18h £ 2h. Continuar como se indica en el procedimiento analitico.

- Fruta Entera. No enjuagarlos aun si presentan tierra o suciedad visible. Analizarlos como estén.
Colocar el mango en una bolsa de plastico estéril. Agregar suficiente APAm que permita que el
mango flote. El volumen del APAm puede ser una vez el peso los mangos. por ejemplo, los mangos
pesan 500g, probablemente se necesitara un volumen de aproximadamente 500 mL de APAm para
que floten. Adicionar mas APAm si es necesario. Colocar la bolsa de plastico con los mangos y el
APAmM en un vaso u otro contenedor de 5L. Incubar abriendo ligeramente la bolsa a 36°C = 1°C por
18h + 2h. Continuar como se indica en el procedimiento analitico.

Tomates (tomates rojos o jitomates)

- Para la fruta picada o cortada. Pesar 25 g en condiciones asépticas en un vaso de licuadora. adicionar
225 mL de APAm estéril y licuar por 2 min. En condiciones asépticas, pasar el homogeneizado a un
frasco estéril de boca ancha y tapa de rosca, de 500 mL o cualquier otro recipiente de tamafio adecuado
para sumergir los tomates. Aflojar la tapa a 1/4 de vuelta e incubar durante 18h £ 2 h a 36°C + 1°C.
Continuar como se indica en el procedimiento analitico.

- Fruta Entera. No enjuagarlos aun si presentan tierra o suciedad visible. Analizarlos como estén.
Colocar los tomates en una bolsa de plastico estéril. Agregar suficiente APAm que permita que los
tomates floten. EI volumen del APAm puede ser una vez el peso de los tomates. por ejemplo, los
tomates pesan 300 g probablemente se necesitara un volumen de aproximadamente 300 mL de APAm.
Adicionar mas APAm si es necesario. Colocar la bolsa de plastico con los tomates y el caldo en un
vaso u otro contenedor adecuado. Doblar el extremo de la bolsa de plastico de forma segura pero no
apretada para que permita el paso de aire durante la incubacion. Incubar abriendo ligeramente la bolsa
a 36°C + 1°C por 18h + 2 h. Continuar como en el procedimiento analitico.

Muestras ambientales. Muestrear superficies ambientales con hisopos o esponjas estériles. Colocarlos
en una bolsa estéril que contenga suficiente caldo Dey-Engley o solucion de fosfatos para cubrir los
hisopos o0 esponja. Transportar las muestras protegidas en un contenedor con paquetes de gel congelado
para mantener las muestras frias, pero no congeladas. Si las muestras no pueden ser procesadas
inmediatamente, refrigerarlas a 4°C + 2°C. analizar las muestras dentro de las siguientes 48h + 2h después
de haber sido muestreadas, agregar a la bolsa o contenedor que contiene los hisopos o esponjas 225mL de
APAm estéril. Agitar bien el contenido. cerrar el contenedor, mezclar, por movimientos circulares
vigorosos, mantener a temperatura ambiente por 60 min = 5 min.



52

Mezclar con movimientos circulares y medir el pH con papel indicador, cuando sea necesario
ajustar el pH a 6.8 £ 0.2, Aflojar la tapa o la boca de la bolsa e incubar durante 18h + 2h a 36°C + 1°C.
Continuar como se indica en el procedimiento analitico.

Semillas de alfalfa y frijoles. En condiciones asépticas pesar 25 g de semillas de alfalfa y frijoles en un
matraz Erlenmeyer. Adicionar 225 mL de APAm. Agitar el matraz. Cubrir la boca del matraz con papel
aluminio estéril. Incubar a 36°C £ 1°C durante 18h + 2h. Continuar como se indica en el procedimiento
analitico.

Agua para consumo humano. Debido a que el agua para consumo humano pasa por procesos de
potabilizacion y purificacion, los niveles de microorganismos viables son bajos, por lo que es necesario
utilizar métodos de concentracion.

Filtracion por membrana. Este método es recomendable para aguas con baja turbiedad. filtrar 1 L o0 méas
de la muestra de agua. Retirar la membrana y colocarla en 50mL de APAm. incubar a 36°C + 1°C por
18h + 2h. Continuar como se describe en el procedimiento analitico. Nota: para porciones grandes de
APAm, precalentar a 36°C * 1°C antes de la inoculacion de la muestra a analizar.

Enriquecimiento. Después del tiempo de incubacion del preenriquecimiento selecionado de acuerdo al
tipo de matriz mencionado anteriormente, transferir 0.1 mL del cultivo de preenriquecimiento a un tubo
del 10 mL de caldo RVS y 1 mL a un tubo conteniendo 10 mL de caldo MKTTn. Incubar el caldo RVS a
41.5°C + 1°C por 24h + 3h en bafio de agua de circulacion y el caldo MKTTn (adicionando 0.2 mL de
Yodo-Yoduro) a 36°C + 1°C por 24h * 3h en incubadora.

Nota: Para todos los casos, correr simultaneamente muestras control (positivo, negativo y atipico).
9. Fase analitica
a) Aislamiento:

Inocular a partir de los cultivos anteriores, 3 medios selectivos en placa como sigue: Mezclar cada tubo
y estriar por cada uno en una serie de cajas en agar XLD, ASB y EH o VB. Incubar las placas 24h + 3h a
36°C + 1°C. Examinar las placas para investigar la presencia de colonias tipicas de Salmonella, de
acuerdo a las siguientes caracteristicas:

- Agar XLD: Colonias rosas con o sin centro negro. Muchos cultivos de Salmonella spp pueden producir
colonias con un centro negro grande o completamente negras.

- Agar EH: Colonias azul-verdes o azules, con o sin centro negro. Muchos cultivos de Salmonella spp
pueden producir colonias con un centro negro grande o completamente negras.

- Agar SB: las colonias tipicas pueden ser cafés, grises o negras, con o sin brillo metélico. Generalmente
el medio circundante (halo) es café tornandose posteriormente negro. Despues de haber sido incubadas
a 36°C + 1°C durante 24h + 3h o hasta 48 h.

- Agar VB: colonias incoloras rosadas o fucsia, transparentes u opacas sobre el medio coloreado de
rosado o rojo, las bacterias fermentadoras de lactosa dan colonias amarillas.

En ausencia de colonias tipicas sospechosas de Salmonella spp, buscar colonias atipicas con las
caracteristicas siguientes:

- Agar XLD y EH: Muy pocos cultivos atipicos de Salmonella spp, producen colonias rosas salmén
o amarillas respectivamente con o sin centro negro. Seleccionar 2 0 mas colonias atipicas. Existen
algunas cepas con un comportamiento bioquimico diferente al resto del género, por ejemplo S.
paratyphi A al crecer en XLD genera colonias rosas con el centro mas obscuro y no produce H2S.
Otras atipicas producen &cido a partir de la lactosa y al crecer en XLD dan colonias amarillas con o
sin el centro negro.

- Agar SB: algunos cultivos producen colonias verdes con un halo oscuro muy pequefio. Si después
de 48h de incubacion no hay colonias tipicas, seleccionar 2 0 mas atipicas.
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b)  Identificacion bioquimica:

Para la confirmacion, tomar de cada agar selectivo al menos 1 colonia considerada como tipica o en total
3 colonias sospechosas si no existe la primera posibilidad. En casos epidemiolégicos, identificar al menos
5 colonias sospechosas, si en una placa se encuentra menos de 5 colonias tipicas o sospechosas, confirmar
todas las colonias que se encuentren en el medio. Estriar cada colonia seleccionada en cualquier agar
nutritivo, preferiblemente sin agua de condensacion, de tal manera que permita el aislamiento de colonias.
Incubar las placas inoculadas a 36°C + 1°C por 24h + 3h.

Posterior a la incubacion, se inocula una primera parte de bioquimicas conformada por: TSI (por
estria en la superficie inclinada y por puncion en el fondo) y LIA (por estria en la superficie inclinada y
doble puncion en el fondo), Agar UREA (por estria en la superficie inclinada y por puncién en el fondo)
y Agar Nutritivo, incubando a 36°C + 1°C por 24h + 3h. Almacenar las placas de agar mientras se
concluye el analisis.

De obtener reacciones caracteristicas a salmonella, continuar con la confirmacion seroldgica a
partir del agar nutritivo de la misma cepa y concluir la prueba si ésta aglutina. De no aglutinar; continuar
con una segunda parte de bioquimicas adicionales hasta concluir la prueba.

De haber obtenido reacciones indeterminadas en TSI y LIA, se consideran como cultivos
presuntivos; continuar con una segunda parte de bioquimicas adicionales y realizar la confirmacion
seroldgica.

Estas bioquimicas adicionales son:

- Caldo L-lisina Descarboxilasa. Si la prueba de LIA fue satisfactoria, no es necesario repetirla. Si la
reaccion de LIA fue dudosa, inocular el caldo con pequefia cantidad de cultivo. Cerrar la tapa
fuertemente e incubar a 36°C + 1°C por 24h + 3h. Si el medio aparece descolorido (ni pdrpura, ni
amarillo), agregar unas gotas de colorante purpura de bromocresol al 0.2% y leer nuevamente la
reaccion.

- ONPG: Deteccién de p-galactosidasa. consiste en el Método de Discos Impregnados: hacer una
suspension densa del cultivo en un tubo de bioquimica estéril de 13x100 mm que contenga. 0.1 mL
de solucion salina fisioldgica estéril al 0.85%, afiadir el disco impregnado con el reactivo y agitar
suavemente.

- Prueba de Indol: Simultaneamente se siembran el caldo T1iNo. Verificar crecimiento observando
desarrollo en el tubo. Para llevar a cabo la prueba de Indol: afiadir 0.2mL a 0.3 mL del reactivo de
Kovac al tubo del caldo. El desarrollo de un color rojo intenso, indica una prueba POSITIVA, si el
color es amarillo indica que es NEGATIVA para Indol.

- Prueba de Voges-Proskauer: Se siembra un tubo con 3 mL del cultivo. Para realizar la prueba, 2
gotas de solucion de creatina, 3 gotas de solucion de alfa naftol y al final 2 gotas de solucion de
hidroxido de potasio al 40%. Agitar después de cada reactivo. Prueba positiva: desarrollo de color
rojo ladrillo. Prueba negativa: sin cambio de color o amarillo.

Nota: Alternativamente se pueden utilizar pruebas bioquimicas miniaturizadas o métodos de
biologia molecular disponibles en el mercado para la identificacion presuntiva de género Salmonella spp,
se debera utilizar un sistema adecuado basado en el sistema bioquimico descrito en esta seccién. Estos
sistemas bioquimicos deberan contar con validacion y no deben ser usados como sustitutos de las pruebas
seroldgicas. Inocular e incubar estos sistemas de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

c) Pruebas serologicas:

La aglutinacion con el antisuero polivalente Poly A-1 & Vi, puede usarse como resultado confirmatorio
de la presencia de Salmonella spp para las cepas probadas por TSIy LIA, existen cepas que no aglutinan
con el polivalente, pero que dan reacciones tipicas en TSIy LIA, para éstas es necesario confirmar usando
la bateria completa de bioquimicas.
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- Deteccion de los antigenos Poly A-1 & Vi. Empleando una colonia pura no autoaglutinable, proceda,
empleando una gota de la solucién salina en una lamina de vidrio, disperse con el asa hasta obtener
una suspension homogénea y agregue una gota del antisuero O. Si se produce aglutinacion, la reaccion
se considera positiva del antisuero O en lugar de la solucion salina.

10. Fase Post-Analitica
a) Desecho de residuos

Se desecharan de acuerdo a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Proteccion ambiental - Salud ambiental -
Residuos peligrosos biolégico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo.

b) Lavado de material

Lavar el material utilizado en la determinacion conforme al Procedimiento interno para el
Aseguramiento de la Calidad de los Resultados Analiticos.

11. Calculos
No aplica
12. Interpretacion de resultados

- Adgar TSI: en el fondo del tubo se observa el viraje del indicador (amarillo) debido a la
fermentacion de la glucosa en anaerobiosis; en la superficie del medio se observa un color rojo
mas intenso que el medio original debido a la no fermentacion de la lactosa ni de la sacarosa por
aerobiosis. En la mayoria de los casos se observa coloracion negra a lo largo de la puncion debido
a la produccion de acido sulfhidrico que precipita como sulfuro férrico al reaccionar con el hierro.
Cuando la fermentacion da lugar a la formacion de bioxido de carbono, éste puede ser facilmente
observado por la produccion de gas: burbujas en el medio. Cuando alguna Salmonella spp lactosa
positiva es aislada, el agar TSI se torna completamente amarillo.

- Adgar LIA: se observa intensificacion del color purpura en todo el tubo por la descarboxilacion de
la lisina que se lleva a cabo en anaerobiosis y la desaminacion de la lisina la cual es en aerobiosis.
Considerar negativos aquellos cultivos que produzcan claramente un color amarillo en el fondo
del Agar. La mayoria de las cepas de Salmonella producen acido sulfhidrico en este medio con
ennegrecimiento a lo largo de la puncién. Cuando la fermentacion da lugar a la formacion de
bioxido de carbono, éste puede ser facilmente observado por la produccion de gas: burbujas en el
medio. Todos los cultivos que den reaccion alcalina en el fondo del medio, independientemente
de la reaccion que hayan dado en TSI, deben retenerse como aislamientos presuntivos de
Salmonella spp para someterlos a pruebas bioquimicas adicionales y pruebas serolégicas.

- -Caldo Urea: no se observa el viraje de coloracion del medio. Descartar todos los cultivos que den
ureasas positivas (color fucsia). Retener los cultivos que den la prueba negativa.

- Caldo L-lisina Descarboxilasa: las especies de Salmonella spp dan reacciéon alcalina por
descarboxilacion de la lisina (color purpura del medio). La prueba negativa se interpreta por un
color amarillo del medio.

- Prueba de Indol [en Caldo Triptona (T1No)]: Prueba positiva: desarrollo de un anillo de color rojo.
Prueba negativa: desarrollo de un anillo de color amarillo

- ONPG: Deteccion de 3-galactosidasa: Prueba positiva: Color amarillo; Prueba negativa: incoloro

- Caldo RM-VP: Prueba de Voges-Proskauer (\VP): Prueba positiva: desarrollo de color rojo ladrillo;
Prueba negativa: desarrollo de color amarillo

Consultar la tabla 3 para mayor entendimiento.

Los cultivos determinados como presuntivos con las pruebas bioquimicas y confirmados por la
serologia, informar como: Salmonella spp en 25g: PRESENCIA.
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Descartar los cultivos con resultados atipicos a partir de las pruebas bioquimicas y/o bioquimicas
miniaturizadas clasificadas como no Salmonella spp, informar: Salmonella spp en 25g: AUSENCIA.

Placas con agar XLD, ASB vy el tercer medio selectivo sin desarrollo y/o colonias atipicas,
informar: Salmonella spp en 25g: AUSENCIA.

En caso de que la cantidad sea menor a 25 g se debe reportar la presencia o ausencia de
Salmonella spp en la porcién de ensayo (g 0 mL) de producto utilizado.

Para los casos en los que se analiza una pieza de producto reportar como Presencia 0 Ausencia
por piezas analizadas.

Tabla 3
Interpretacion bioquimica de Salmonella spp.
Biogquimica Caracteristica de Salmonella
Tipica Atipicas
(Ejm: typhimurium) (Ejm: diarizonae) (Ejm: abortus equi)
TSI K/IAS K/IAS Al A
(rojo/amarillo y negro)* (rojo/amarillo y negro)* (amarillo/amarillo)*
LIA K/IKS K/IKS K/IK6N
(pUrpura/plrpura y negro)* | (purpura/parpura y negro)* | (pUrpura/pdrpura 6 neutro)*

UREA NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

(Sin cambio) (Sin cambio) (Sin cambio)
L-LISINA POSITIVO POSITIVO POSITIVO

(purpura) (purpura) (purpura)
INDOL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
(halo amarillo) (halo amarillo) (halo amarillo)
ONPG NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
(incoloro) (amarillo) (incoloro)
VOGES PROSKAUER NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
(caldo tefiido de amarillo) (caldo tefiido de amarillo) (caldo tefiido de amarillo)

POLIVALENTE POSITIVO NEGATIVO POSITIVO

(Aglutinado) (Sin Aglutinar) (Aglutinado)

A: &cido K: alcalino s: sulfuro * : A veces con gas
Autoria propia: 2024
Fuente de consulta: NOM-210-SSA1-2014

13. Validez de la prueba

El método debe cumplirse con estricto apego para que la prueba tenga la validez. Ademas del cultivo
control positivo Salmonella Typhimurium ATCC14028 y el control negativo Citrobacter freundii ATCC,
deben usarse controles adicionales para ayudar a la seleccidn de colonias atipicas. Se recomiendan: S.
diarizonae (ATCC 12325), lactosa positivo, H2S positivo y S. abortus equi (ATCC 9842), lactosa-
negativo, H2S-negativo; o S. diarizonae (ATCC 29934) lactosa-positivo, H2S-negativo.

14. Medidas de seguridad

- Usar bata de laboratorio, cubre bocas, guantes esteriles.

- Verificar que el lugar de trabajo esté limpio.

- Revisar que los reactivos y materiales para el proceso de las muestras estén completos y debidamente
identificados.

- Lavarse las manos antes y después del proceso.

- Al término de uso de las cepas de trabajo, se desecharan de a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002.
Proteccion ambiental- Salud ambiental- Residuos peligrosos bioldgicos- infecciosos- Clasificacion y
especificaciones de manejo.

- Descontaminar el material después de su uso de acuerdo a los procedimientos correspondientes.

15. Medidas de control de calidad

- Verificar la funcionalidad del proceso analitico mediante cepas control las cuales deberan demostrar
purezay viabilidad de las mismas.
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- Enelcontrol de esterilidad anotar observaciones s6lo en caso de presentar algln crecimiento en el medio.

- Lecturay registro de temperaturas de incubacion con termometros calibrados y verificados.

- Todos los equipos e instrumentos deberan estar incluidos en un programa de calibracion, mantenimiento
preventivo y verificacion, de acuerdo a las caracteristicas del equipo.

16. Apéndice

Box 18
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Figura 7

Diagrama del aislamiento de Salmonella spp.

Nota: Se puede utilizar AP120 como prueba alternativa para la identificacién bioquimica
Fuente: Elaboracion propia, 2024
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Box 19
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Diagrama complementario del aislamiento de Salmonella spp.

Fuente: Elaboracion propia
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Meétodo de prueba No. 2. Determinacion de densidad microbiana de Escherichia coli
por el Numero Més Probable (NMP)

1. Introduccion
Este método se basa de acuerdo con la naturaleza de la muestra:

La propiedad de la E. coli para producir gas como resultado de la fermentacion de la Lactosa y
en la mayoria de los casos se acompafa de turbidez en todo el caldo de incubacion, manifestandose en
las pequefias campanas Durham y su identificacion en presencia de Fluorescencia debido a la enzima
beta-glucuronidasa (GUD) en contacto con el sustrato 4-metilumbelliferyl-beta-D-glucorénido (MUG);
enriquecimiento mediante la inoculacion en caldo Glutamato con Minerales Modificado, y la
confirmacion de la presencia mediante la siembra de tubos con produccién de &cido en agar 5-bromo-4-
cloro-3-indol-a-D glucuronido, para detectar la actividad de a-glucuronidasa.

2. Objetivo

Describir la técnica para estimar la densidad microbiana de Escherichia coli por la técnica del Nimero
Mas Probable (NMP) de bacterias viables en muestras de aguas y alimentos.

3. Alcance

Aplicable para todos los Productos Lacteos, Carnicos, de la Pesca, Alimentos Preparados y aguas de uso
y consumo humano.

4. Referencia normativa

NOM-210-SSA1-2014, Productos y servicios. Métodos de prueba microbioldgicos. Determinacion de
microorganismos indicadores. Determinacion de microorganismos patdgenos. Apéndice Normativo H.
Método aprobado para la estimacion de la densidad de Coliformes Totales, Fecales y E. coli por la
técnica del NMP presentes en muestras de alimentos para consumo humano y agua. Apéndice Normativo
I. Método aprobado para la estimacién de la densidad de E. coli por la técnica del NMP, para productos
de la pesca.

5.  Términosy definiciones

- Agua para uso y consumo humano (potable): agua que no contiene contaminantes objetables,
quimicos o agentes infecciosos y que no causa efectos nocivos para la salud.

- Agua potable: aquella cuyo uso y consumo no causa efectos nocivos al ser humano, para lo cual
debe cumplir con los requisitos que establece el Reglamento y la Norma Oficial Mexicana
correspondiente.

- Crustéceos: Organismo acudtico invertebrado cubierto por un caparazdn o caparachdn quitinoso;
ejemplo, camaron.

- Cultivo microbiano: Método para la multiplicacion de microorganismos, tales como bacterias,
hongos y parasitos, en el que se prepara un medio 6ptimo para favorecer el proceso deseado. Un
cultivo es empleado como un método fundamental para el estudio de las bacterias y otros
microorganismos que causan enfermedades en medicina humana y veterinaria.

- Dilucion decimal: solucidn, suspension o emulsion obtenida después de pesar o medir una cantidad
del producto bajo examen y mezclarla con una cantidad de nueve veces en proporcion de diluyente.

- Diluciones decimales adicionales: suspensiones o soluciones obtenidas al mezclar un determinado
volumen de la dilucion primaria con un volumen de nueve veces un diluyente y que, por repeticion
de esta operacion con cada dilucion asi preparada, se obtiene la serie de diluciones decimales
adecuadas para la inoculacion de medios de cultivo.
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- E. coli: Es la especie bacteriana mas comdn de la microbiota intestinal; se presenta como un
comensal del intestino humano pocas horas después del nacimiento. Es raro encontrar cepas
comensales asociadas a enfermedad, pero existen varios serotipos de E. coli implicados en un
amplio espectro de enfermedades agrupados en tres sindromes clinicos.

- Fluorescencia: Fendmeno por el cual algunas sustancias tienen la capacidad de absorber luz a una
determinada longitud de onda, por lo general en el rango ultravioleta, emiten luz en una longitud
mas larga. Absorben fotones con una determinada energia, y liberan fotones con menor energia.

- Molusco bivalvo: todas las especies de moluscos lamelibranquios que se alimentan por filtracion,
que cuentan con dos valvas, ejemplo ostiones, mejillones o almejas.

- Muestra: cantidad de material que posee todas las caracteristicas fisicas, fisicoquimicas y
microbioldgicas del producto a evaluar.

- Numero Mas Probable (NMP): término que debe utilizarse para reportar Coliformes.

- Poblacién microbiana: Definida por dos parametros que suelen referirse a la unidad de volumen
del medio, la Densidad Microbiana o masa celular y la Concentracion Celular o namero de células.
El aumento de estos dos parametros constituye el fendmeno del crecimiento.

- Sustrato fluorogénico: Molécula sobre la que actla una enzima, y el sustrato tendra propiedades
fluorescentes.

6. Materiales, equipos e instrumentos

- Balanza analitica digital con capacidad adecuada y sensibilidad de 0.1 g.

- Bafio de agua con recirculaciéon continua, tapa de dos aguas y termostato que evite variaciones
mayores a 0.1°C a una temperatura de 44.5 + 0.2°C.

- Enfriador eléctrico para el guardado de los medios.

- Gabinete de Luz UV

- Homogeneizador peristaltico (Stomacher)

- Incubadora de 35°C + 0.5°C.

- Incubadora de 37°C + 1°C.

- Incubadora de 44°C + 1°C.

- Licuadora industrial de 2 velocidades

- Mecheros Bunsen.

- Motor de licuadora industrial

- TermOmetros de inmersion total con division minima de 0.5 °C calibrado y/o verificado.

- Termometros de inmersion de 22- 55°C con subdivisiones de 0.1°C calibrado y/o verificado.

- Asa de platino de aproximadamente de 3mm y 5 mm de diametro

- Batas

- Bolsas para Stomacher.

- Cajas de Petri estériles

- Campanas de fermentacion Durham.

- Charolas chicas de aluminio

- Cubre bocas.

- Gasas.

- Goggles

- Gradillas para tubos de 20 x 200mm, 16 x 150 mm y 13 x 100mm

- Guantes desechables de latex.

- Pipetas bacterioldgicas de 10mL y 5mL graduadas en 0.1mL protegidas con tapon de algodon.

- Pipetores.

- Probetas de 100 mL y 500 mL.

- Recipientes de plastico de boca ancha con tapa de rosca de 500 mL para contener las muestras

- Tubos de 20 x 200 mm, 16 x 150 mm y 13 x 100 mm.

- Vasos de licuadora estériles

- Vaso de precipitado de 500 mL.

- Utensilios: Cucharas, tenedores, cuchillos y hojas de bisturi.
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Nota: Todo el material que tenga contacto con las muestras se esterilizara en Horno durante 2 h a 170-
175°C 0 1 h a 180°C; o en autoclave durante 30 min a una temperatura de 121°C. El material de vidrio
puede sustituirse por material desechable que cumpla con las especificaciones deseadas. No debe usarse
material de vidrio dafiado por esterilizacion repetida y éste debe ser quimicamente inerte.

7. Reactivos

- Agar Eosina Azul de Metileno de Levin (EMB-L)

- Agar Citrato de Simmons

- Base de Agar Sangre (BAB) al 2% de NaCl

- Caldo EC + MUG

- Caldo Glutamato con minerales Modificado (MMGB
- Caldo Lauril + MUG

- Caldo Lauril de concentracion doble

- Caldo Triptona (T1No)

- Reactivo de Kovac o Erlich

- RM-VP (Rojo de Metilo-Voges Proskauer)

- Solucion de a-naftol

- Solucién de Hidroxido de Potasio al 40% (KOH)

- Solucion de Peptona Salina (SPS)

- Solucién de Rojo de Metilo

- Solucion Reguladora de Fosfatos (Buffer)

- X-glucurénido “5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-glucuronido” (TBX)

Nota: Los reactivos y medios de cultivo, se preparan segun el fabricante.

8.  Fase Pre-analitica

8.1. Condiciones ambientales

La prueba se debe realizar a temperatura ambiental entre 18- 27°C y de 50-65% de humedad.
8.2. Preparacion de la muestra

Verificar que el lugar de trabajo esté limpio, todos los reactivos y material para el proceso de las
muestras este completo y debidamente identificado

0. Fase analitica

a) Determinacion de E. coli en alimentos refrigerados y congelados por sustrato fluorogénico e
identificacién bioguimica.

Pesar 25 g del alimento en 225 mL de regulador de fosfatos. Mezclar en el homogeneizador peristaltico
de 1 -2 min a 230 rpm. Esta se considera la dilucion 1:10.

- Prueba presuntiva. De la dilucion primaria transferir 1 mL a cada uno de los 3 tubos de bioquimica
de 16 x 150mm los cuales contengan 10mL de Caldo Lauril + MUG de concentracién sencilla con
campanas de fermentacion Durham en su interior. Verificar que estos Ultimos no contengan
burbuja antes de meter a incubacién. Realizar por lo menos 2 diluciones y series de tubos
consecutivas. Inocular un tubo con una cepa de E. coli como control positivo y otro tubo con
Enterobacter aerogenes como control negativo, para facilitar la diferenciacién entre los tubos que
presenten solo crecimiento y crecimiento con fluorescencia. Incubar los tubos en la estufa de 24 -
48 + 2 hrs a 35°C. Examinar si hay formacion de gas, turbidez y fluorescencia. Anotar resultados
presuntivos. Considerar que la florescencia se puede presentar a las 48 h de incubacion.

- Prueba confirmativa. De cada tubo que muestre fluorescencia se tomaréa una azada y se estriara en
placas de EMB-L, incubar las cajas invertidas a 35 + 1°C por 24hrs. Seleccionar 2 colonias de
cada placa con la siguiente morfologia: colonias con centro negro, planas con o sin brillo metalico
verdoso y sembrar en BAB (Base de Agar Sangre) e incubar a 35°C por 18 -24hrs, asi mismo
realizar la identificacion bioguimica o prueba IMViC (Indol, Rojo de Metilo, Voges Proskauer,
Citrato), utilizando T1No, RM-VP y Citrato de Simmons respectivamente:
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- Caldo Triptona (T1No): se inocula un tubo del caldo (para la prueba de Indol). Se incuba a 35 +
0.5°C por 24 + 2hrs.

- Caldo RM-VP: Se inoculara un tubo con el medio. Incubar 48h + 2hrs a 35 + 2°C.
- Citrato de Simmons: se inoculara por estria el tubo y se incubaré 48 h a 35°C.
b)  Determinacion de E. Coli para productos de la pesca dependiendo de su naturaleza

Rebanadas y filete de Pescados: tomar una porcion representativa de la muestra y diluir (10 g en 90 mL
de diluyente).

Moluscos bivalvos y gasterdpodos: en caso de animales en concha, se debe tener un minimo de 10 - 12
ostiones a fin de obtener una muestra representativa y permitir la seleccion de animales completos
disponibles para su desconche, obteniéndose aproximadamente 100 g de licor y carne; descartar
moluscos con valvas abiertas. Con moluscos pequefios usar mas piezas hasta obtener el peso adecuado.
Adicionar un volumen o peso equivalente de PBS. Homogeneizar por 90 segundos, esto constituye una
dilucion 1:2.

Crustaceos como gambas, langostinos y langostas: remover la cabeza y la cola antes del analisis de la
carne del cuerpo y homogeneizar con la cantidad adecuada del diluyente (1:10).

Cefal6podos: Remover la piel y ventosas con pinzas y bisturi, tomar porciones del musculo dorsal y de
los tentaculos, adicionar diluyente para una dilucion 1:10.

Prueba presuntiva para productos de la pesca. De la dilucién primaria transferir 1 mL a cada uno de los
3 tubos de bioquimica, los cuales contengan 10 mL de Caldo MMGB de concentracion sencilla. Realizar
por lo menos 2 diluciones y series de tubos consecutivas.

Inocular un tubo con una cepa de E. coli como control positivo y otro tubo con Enterococos faecalis
como control negativo y un control de esterilidad para facilitar la diferenciacion entre los tubos. Incubar
en la estufa a 37°C + 1°C por 24 + 2h.

Prueba confirmativa para productos de la pesca. De cada tubo que muestre presencia de coloracion
amarilla; se tomara una muestra con el asa y se estriara en placas de TBX. Incubar las cajas invertidas a
44°C + 1°C por 22h + 2h. Después del periodo de incubacion, observar la presencia de colonias de
cualquier tono azul (oscuro o péalido).

10. Fase Post- analitica

a)  Desecho de residuos

Se desecharan de acuerdo a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Proteccion ambiental - Salud ambiental -
Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo.

b)  Lavado de material

Lavar el material utilizado en la determinacion conforme al Procedimiento interno para el
Aseguramiento de la Calidad de los Resultados Analiticos.

11. Célculos

Calcular la densidad microbiana en Numero Mas Probable de Coliformes fecales consultando las tablas
correspondientes de acuerdo con la serie de tubos empleados. Las tablas de resultados se encuentran en
la NOM-210-SSA1-2014, Productos y servicios. Métodos de prueba microbiol6gicos, mismo que
también se anexan a este método de prueba.

12. Interpretacion de resultados

Considerar las siguientes reacciones bioguimicas para la interpretacion de la tabla 6:
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- Caldo Triptona (T1No): Para llevar a cabo la prueba de Indol: afiadir 5 a 7 gotas del reactivo de
Kovac al tubo del caldo (con o sin crecimiento). El desarrollo de un color rojo intenso en la
superficie, constituye una prueba POSITIVA para Indol.

- Caldo RM-VP: Realizar prueba como se indica:

- Prueba de VVoges-Proskauer (VP): Transferir a un tubo 1 mL del cultivo de 48 h. Adicionar
0.6 mL de solucidn de alfa naftol y 0.2 mL de solucién de hidroxido de potasio al 40% y
agitar. Se considera una prueba positiva cuando se desarrolla un color rojo rosado de 15 - 30
min.

- Prueba de Rojo de Metilo (RM): Adicionar al sobrante del tubo, 5 gotas de solucion de rojo
de metilo. Se considera una prueba positiva cuando se desarrolla un color rojo. Un color
amarillo definido es una prueba negativa.

- Citrato de Simmons: Una prueba positiva se observa mediante crecimiento y un cambio a
coloracion azul; la ausencia de crecimiento o vire del medio se considera una prueba negativa.

Para el inciso (a) de la fase analitica, distinguir de las bioquimicas que presenten caracteristico
en las siguientes combinaciones para el IMVIC:

Tabla 4
Reacciones caracteristicas de E. coli en la prueba IMViC

Pruebas: | Biotipo 1* | Biotipo 2*
Indol: + -
RM: + +
VP: - -
Citrato: - -

*Son considerados como E. coli

Fuente de Consulta;: NOM-210-SSA1-2014

Para el inciso (b) de la fase analitica, se considera como positivo cada tubo del cual se obtenga
colonias azules a azul-verdes en la placa del medio selectivo. Contar por cada dilucién el nimero de
tubos positivos en el medio.

Expresar en NMP/g 6 mL para alimentos y NMP/100g 6 mL para las aguas directas 0 muestras que
requieran una dilucion (1:2).

13. Validez de la prueba

El método debe cumplirse con estricto apego para que la prueba tenga la validez., e incluir al menos
dos bacterias como control, pudiendo ser: Escherichia coli LEM 01005, Staphylococcus aureus ATCC
25923, que sean tomados de las cepas de referencia por cada lote de muestras procesadas

14. Medidas de seguridad

- Usar bata de laboratorio, cubre bocas, guantes estériles.

- Verificar que el lugar de trabajo esté limpio.

- Revisar que los reactivos y materiales para el proceso de las muestras estén completos y debidamente
identificados.

- Lavarse las manos antes y después del proceso.

- Al término de uso de las cepas de trabajo, se desecharan de a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002.
Proteccion ambiental- Salud ambiental- Residuos peligrosos bioldgicos- infecciosos- Clasificacion y
especificaciones de manejo.

- Descontaminar el material después de su uso de acuerdo a los procedimientos correspondientes.

15. Medidas de control de calidad

- Verificar la funcionalidad del proceso analitico mediante cepas control las cuales deberan demostrar
purezay viabilidad de las mismas.
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- Enelcontrol de esterilidad anotar observaciones s6lo en caso de presentar algln crecimiento en el medio.

- Lecturay registro de temperaturas de incubacion con termometros calibrados y verificados.

- Todos los equipos e instrumentos deberan estar incluidos en un programa de calibracion, mantenimiento
preventivo y verificacion, de acuerdo a las caracteristicas del equipo.

16. Apéndice

25 g o mL de
Muestra Control (+) Control (-)
| E coli S. aureus
, 1mL ‘ 1mL ‘ /
=
S B B 1o<§

Testigo de
esterilidad

=l (IH

=0 W+« (

~—H10 102 -
225 mL 9mL 9mL
Buffer Buffer Buffer |__J l l
1 mL de su respectiva dilucion % E
Caldo Lauril + MUG (10mL p/c tubo)
| ]

{ vyVY v
para cada tubo de la serie % %%
Incubar de 24 a 48hrs + 2 hrs a 35°C

Gas (+/-)
Turbidez (+/-)
Fluorescencia (-)

no |
(Fin del proceso)) .

Observar formacion
de gas, turbidez y
Fluorescencia

Gas (+/-)
Turbidez (+)
Fluorescencia

(+)

Figura 8
Diagrama para deteccion E. coli para muestras de alimentos

Fuente: Elaboracion propia, 2024
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1,

Tomar con el asa un muestra de c/tubo
positivo y estriar.

}

Cajasde EMB-L IS
l Incubar en estufa por 24 h a 35°C

Sembrar 2 colonias
caracteristicas

BAB TiNo RM-VP CS
Incubar de 24 - 48 h seguin corresponda a 35°C

Observar
reaccion
caracteristica

Calcular el NMP de E coli de acuerdo a los
tubos y la tabla correspondiente y reportar

(C Fin del proceso >>

C Fin del proceso ))

Figura 9

Diagrama para deteccion E. coli para muestras de alimentos

Fuente: Elaboracion propia, 2024
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Control (+) Control (-)
E aerogenes S. aureus

10mL de muestra directa / /
(Aguas de Abastecimiento) p/c
tubo

Testigo de
esterilidad

Caldo Lauril Sulfato [2]
10mL p/c tubo

=l @ «—

Incubar 24 - 48h a 35°C * 0.5°C

Gas ()
Turbidez (-)

NO l
CC Fin del proceso)) Gas (+)
Turbidez (+)

Observar
formacion
de gas

SI

/

Tomar con el asa una muestra
de c/tubo positivo y sembrar

Figura 10

Diagrama de E. coli para aguas de uso y consumo humano

Fuente: Elaboracion propia, 2024
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Box 24

Control (+) Control (-)

Tomar una azada de c/tubo positivo y l / E coli K pneumoniae

sembrar / /
y C Testigo de
esterilidad
Caldo EC + MUG
10mL p/c tubo que se utilice
L

Incubar en baiio de agua por 24 h a 44.5° + 0.2°C

Gas (+/-)
Turbidez (+)
Fluorescencia (-)

Observar formacién de
gas y fluorescencia

NO

<< Fin del proceso ))

Gas (+/-)
Turbidez (+)
Fluorescencia (+)

SI

Calcular el NMP de E coli de acuerdo a la
tabla y reportar

}

Figura 11

Diagrama de E. coli para aguas de uso y consumo humano
Fuente: Elaboracion propia, 2024
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25g o mL de
Muestra
Control (+) Control (-)
E coli E. faecalis
1mL l / /
101
225 mL -
SPS 9 mL
SPS Testigo de
esterilidad

1 mL de su respectiva dilucion {
para cada tubo de la serie

g
;

?é

Caldo MMGB (10mL p/c tubo)

Incubar 24 £ 2 hrs a 37°C + 1°C

Observar
fermentacion
amarilla

C Fin del proceso )
POSl /

Tomar con el asa una muestra

de c/tubo positivo y estriar
Cajas de TBX —

|

Incubar 22 h £ 2h a44°C + 1°C

NEG

NO

( Fin del proceso )

Observar Sl
colonias

azules

Calcular el NMP de E coli de acuerdo con los tubos
y la tabla correspondiente y reportar

< Fin del proceso ’

Fuente: Elaboracion propia, 2024

Figura 12
Diagrama de E. coli para productos de la pesca
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Metodo de prueba No. 3. Estimacion de la cuenta de Staphylococcus aureus
1. Introduccion
Para el proposito del presente método, la confirmacién de S. aureus esta basada en una fuerte reaccién
de coagulasa, pero se reconoce que hay algunas cepas de S. aureus que producen una reaccion débil.
Estas Ultimas cepas se pueden confundir con otras bacterias, por lo cual es de igual importancia someter

a la par la prueba de termonucleasa y por medio del uso de pruebas adicionales, como son la produccion
de &cido a partir del manitol, entre otras.

2. Objetivo

Determinar la cuenta de Staphylococcus aureus en alimentos.
3. Alcance

Este método permite hacer una estimacién del contenido de S. aureus en los productos de consumo, se
efectla directamente en placas de medio de cultivo selectivo y diferencial, con la confirmacién mediante
las pruebas de coagulasa y termonucleasa como determinante y; pruebas auxiliares (tincion de Gram,
catalasa, fermentacion anaerébica del manitol y glucosa) en caso necesario

4. Referencia normativa

NOM-210-SSA1-2014. Productos y servicios. Métodos de prueba microbioldgicos. Determinacion de
microorganismos indicadores. Determinacion de microorganismos patdgenos. Apéndice Normativo
“B”: Método de referencia para la estimacion de la cuenta de S. aureus”

5. Teérminos y definiciones

- Alimento: Cualquier sustancia o producto, sélido, semisolido o liquido, natural o transformado, que
proporciona al organismo elementos para su nutricion.

- Baird Parker: es un medio moderadamente selectivo y de diferenciacion para el aislamiento y
recuento de Staphylococcus aureus en alimentos, muestras ambientales y clinicas.

- Cémara humeda: Caja de Petri estéril con una gasa humedecida con agua en su interior

- Coagulasa: Enzima proteica capaz de transformar el fibrindgeno en fibrina, provocando la
formacion de un coagulo visible.

- Homogeneizar: Hacer que una cosa sea homogénea igualando o haciendo uniformes los elementos
que la componen.

- Lécteos: El grupo incluye alimentos como la leche y sus derivados procesados (generalmente
fermentados). Las plantas industriales que producen estos alimentos se caracterizan por la
manipulacion de un producto altamente perecedero, como la leche, que debe vigilarse y analizarse
correctamente durante todos los pasos de la cadena de frio hasta su llegada al consumidor.1

- Staphylococcus aureus: conocido como estafilococo dureo o cominmente estafilococo dorado, es
una bacteria anaerobia facultativa, Gram positiva, productora de coagulasa, catalasa, inmovil y no
esporulada que se encuentra ampliamente distribuida por todo el mundo, estimandose que una de
cada tres personas se halla colonizadas, aunque no infectadas, por ella

- Termonucleasa: Enzima termoestable que degrada al acido desoxirribonucleico hasta nucleétido.

6.  Materiales, equipos e instrumentos

Asas desechables o de platino de Imm

Balanza con capacidad adecuada y sensibilidad de 0.1g.

Bafio de agua con cubierta que mantenga una temperatura de 35°C ¢ 37°C + 1°C
Bolsas estériles para Stomacher
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- Cajas de Petri estériles desechables

- Contador de colonias

- Cubre bocas.

- Enfriador eléctrico de 2°C a 8 °C.

- Estufa bacterioldgica

- Gasas

- Gradillas para tubos de ensaye de 13 x 100 mmy 16 x 150 mm

- Guantes desechables de latex.

- Homogeneizador peristaltico (Stomacher)

- Incubadora que mantenga una temperatura de 36°C + 1°C.

- Licuadora de motor industrial

- Matraces de vidrio con tapa rosca con capacidad de 250mL

- Mechero Bunsen

- Microscopio

- Pipetas bacteriologicas de 5mL y 1mL graduadas en 0.1mL y protegidas con tapon de algodon.

- Pipetas Pasteur

- Pipetores

- Placa de calentamiento

- Portaobjetos

- Probeta graduada de 100mL

- Termometros Calibrados: Liquido en vidrio de 20-50°C y de -5-20°C. con division de 0.5°C

- Tubos de ensaye de 13 x 100 mm y 16 x 150mm

- Utensilios: Cuchillos, Tenedores, Cucharas, charolas chicas de aluminio, Pinzas y, hojas y mango de
Bisturi

- Varillas de vidrio de 3.5 mm de diametro aprox. y 20 cm de largo dobladas en angulo recto.

- Vaso de Precipitado de 250 mL y 600mL

- Vasos de Licuadora

Nota: Todo el material que tenga contacto con las muestras se esterilizara en Horno durante 2 h a 170-
175°C 0 1 h a 180°C; o en autoclave durante 30 min a una temperatura de 121°C. El material de vidrio
puede sustituirse por material desechable que cumpla con las especificaciones deseadas. No debe usarse
material de vidrio dafiado por esterilizacion repetida y éste debe ser quimicamente inerte.

7. Reactivos

- Aceite Mineral

- Acido Desoxirribonucleico Helicoidal de Timo de Ternera: Agar Azul de Toluidina-ADN

- Agar Baird Parker (BP): Medio Base de Baird Parker, Emulsion de yema de huevo (puede usarse
comercialmente preparada) y Solucién de Telurito de potasio.

- Agar Soya Tripticasa (AST)

- Agua destilada estéril

- Agua Peptonada Amortiguada (APAmM)

- Caldo Infusién Cerebro Corazon (BHI)

- Caldo Rojo de Fenol y Manitol al 0.5% (MAN)

- Caldo Rojo de Fenol con Glucosa al 0.5% (RFcG)

- Cloruro de calcio al 5%

- Kit de Tincion Gram

- Peroxido de Hidrogeno al 3%

- Plasma de conejo con EDTA

- Solucion Salina 0.85%

Nota: Los reactivos y medios de cultivo, se preparan segun el fabricante.
8.  Fase Pre-analitica
8.4. Condiciones ambientales

La prueba se debe realizar a temperatura ambiental entre 18- 27°C y de 50-65% de humedad.
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8.5. Preparacion de la muestra
Verificar que el lugar de trabajo esté limpio.

Las muestras congeladas deben mantenerse en refrigeracion (2°C-5°C) un maximo de 18h antes
de su andlisis, sin llegar a la descongelacion.

Preparacion general de los alimentos: Tomar diferentes porciones del alimento, transferir 25g o mL a
frascos de dilucion con 225mL de agua peptonada amortiguada, para preparar una dilucion 1:10. Cuando
no se disponga de 25g de muestra se debera justificar y utilizar la cantidad necesaria de solucion
reguladora de fosfatos, para obtener una dilucion 1:10. Homogeneizar por 1 min 0 2 min en licuadora u
homogeneizador peristaltico.

Preparacion de la muestra para moluscos en concha: En general, deben tomarse un minimo de 10 a 12
moluscos bivalvos, a fin de obtener una muestra representativa y permitir la seleccion de animales
completos disponibles para su desconche. Con la mayoria de las especies, esto permite una adecuada
seleccidn y se obtendran aproximadamente 200g de licor y carne. Por otro lado diez a doce piezas de
ciertas especies pequefias de moluscos bivalvos, pueden producir mucho menos que 100g de licor y carne
por lo que se deben usar de veinte piezas a treinta piezas de estas especies para obtener el peso adecuado.

Limpieza de la concha. Lavarse las manos con agua potable y jabdn antes de comenzar. Enjuagar el exceso
de suciedad de las conchas y cepillar con un cepillo estéril, ocupando uno para la muestra completa; bajo
el chorro de agua potable poniendo particular atencion en las hendiduras de las conchas. Colocar las
conchas limpias en toallas de papel absorbente o gasas limpias. Desechar los moluscos que tengan las
conchas dafiadas o con las valvas abiertas.

Remocion del contenido. Lavarse las manos con agua, jabon y enjuagarse con alcohol al 70%. Se puede
utilizar guantes para evitar lesionarse. Sostener el molusco en la mano sobre una gasa dirigiendo la union
de las valvas o bisagra hacia el analista apoyandose sobre la mesa. Con un cuchillo desconchador estéril,
insertar la punta entre las valvas y hacer palanca para cortar el masculo abductor. Drenar el licor de la
concha dentro de un recipiente estéril. Cortar el masculo abductor de las conchas y vaciar el cuerpo del
animal dentro del mismo recipiente. Continuar como se indica en el método

Procedimiento para moluscos, desconchados y congelados. Pesar el total de la muestra, maximo 200g
(carne y licor) y adicionar igual cantidad de diluyente para obtener una dilucién 1:2. Licuar por 2 min.
Continuar como se indica en el método.

Productos de la pesca. Pesar 200g del alimento en 200mL Agua Peptonada Amortiguada (dilucion 1:2) y
homogeneizar por 2 min en vaso de licuadora u homogeneizador peristaltico, el volumen total en el vaso
debe cubrir totalmente las aspas. Las muestras congeladas deben descongelarse en refrigeracion (2°C-5°C)
un maximo de 18h antes de su anélisis.

8.6. Preparacion del material de trabajo.
Todos los reactivos y material para el proceso de las muestras este completo y debidamente identificado.
9. Fase analitica

Transferir por medio de una pipeta estéril, 0.1mL de la muestra directa si es liquida, o 0.1mL de la
suspension inicial (dilucion 101) en el caso de otros productos, por duplicado a cajas de agar Baird
Parker. Repetir el procedimiento para las diluciones siguientes si son necesarias 102y 1073

Nota: Si se sospecha que el alimento contiene bajas cuentas de S. aureus, se debera aumentar el
limite de deteccidn, en un factor igual a 10 inoculando 1mL de la muestra directa si ésta es liquida, o de
cada dilucion distribuida en 3 placas como sigue: 0.4mL, 0.3mL y 0.3mL sobre la superficie de las placas
de agar Baird-Parker, por duplicado. En ambos casos evitar usar cajas himedas.

Cuidadosamente distribuir el indculo tan pronto como sea posible, sobre la superficie del agar
con varillas estériles de vidrio en angulo recto, utilizando una para cada placa y dilucion.,
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Mantener las placas con las tapas hacia arriba hasta que el indculo sea absorbido totalmente por
el agar. Invertir las placas e incubar por 24h + 2h a 36°C £ 1°C, marcar y realizar la lectura de las colonias
sospechosas; re-incubar por 24h + 2h a 36°C + 1°C. Realizar nuevamente la lectura en busca de nuevas
colonias sospechosas (tipicas y atipicas).

Colonias tipicas: colonias negras o grises, circulares, brillantes, convexas, lisas, de diametro de 1mm a
1.5mm a las 24h de incubacion y 1.5 a 2.5mm después de 48h de incubacion, rodeadas por una zona clara
que puede ser parcialmente opaca. Después de 24h, en esa zona clara, se puede observar un halo
opalescente en la periferia de las colonias.

Colonias atipicas: Son colonias de las mismas dimensiones de las colonias tipicas, pueden ser negras,
brillantes con o sin un pequefio borde blanco, la zona clara es muy pequefia 0 no visible, y el halo
opalescente no esta o es apenas visible. También son colonias atipicas las colonias grises sin zona clara,
del mismo tamarfio que las colonias tipicas. Hay bacterias de géneros distintos al Staphylococcus, que
pueden dar la morfologia colonial tipica o atipica, por lo que la observacion microscépica usando una
tincion de Gram puede ayudar en la distincion del género.

Aplicar el siguiente criterio para la seleccion de las diluciones de trabajo:

a) Cuando la cuenta se encuentre entre 15y 150 colonias sospechosas por placa en la primera dilucion
seleccionada se deberan seleccionar:

Por placa, 5 colonias para confirmar, las cuales pueden tener caracteristicas tipicas o atipicas.

i. Cuando solo existan colonias tipicas en la placa, seleccionar 5 colonias tipicas.
ii. Cuando solo existan colonias atipicas en la placa, seleccionar 5 colonias atipicas.
iii. Cuando existan colonias tipicas y atipicas en la placa, seleccionar 5 colonias en total que incluyan
tipicas y atipicas (ejemplo: 4 tipicas y 1 atipica haciendo un total de 5 colonias sospechosas)

b) Cuando existan placas en la primera dilucién con menos de 15 colonias en esa placa, seleccionar:

5 colonias tipicas o todas las existentes en la placa, lo que sea menor y 5 colonias atipicas o todas
las existentes en la placa, lo que sea menor

c) Cuando se siembren muestras directas, es decir (0.3mL, 0.3mL y 0.4mL), considerar las 3 placas
como una sola dilucion:

Si la cuenta es mayor que 15 UFC, seleccionar 5 colonias entre todas las placas, es decir:

i. Cuando solo existan colonias tipicas en la placa, seleccionar 5 colonias tipicas.
ii. Cuando solo existan colonias atipicas en la placa, seleccionar 5 colonias atipicas.
iii. Cuando existan colonias tipicas y atipicas en la placa, seleccionar 5 colonias en total que incluyan
tipicas y atipicas (ejemplo: 4 tipicas y 1 atipica haciendo un total de 5 colonias sospechosas)

Si la cuenta de las 3 placas es menor que 15 UFC, seleccionar 5 colonias tipicas o todas las existentes en
la placa, lo que sea menor y 5 colonias atipicas o todas las existentes en la placa, lo que sea menor.

Pruebas confirmativas.

Prueba de coagulasa: sembrar cada colonia sospechosa seleccionada en tubos con 1.5mL de BHI y en
tubos con AST. Utilizar simultdneamente un control positivo de S. aureus y un control negativo de S.
epidermidis. Incubar a 35°C 0 37°C + 1°C en bafio de agua, durante 20h a 24h. Mantener los cultivos en
AST ano mas de 27°C + 1°C para pruebas posteriores. Agregar a 0.1mL del cultivo anterior a 0.3mL de
plasma de conejo con EDTA (a menos que el fabricante indique otras cantidades). Incubar a 35°C 0 37°C
+ 1°C en bafio de agua y observar periédicamente a intervalos de 1h durante las primeras 4h a 6h; si no
hay formacion de coagulo, observar hasta las 24h.

Considerar la prueba positiva cuando el codgulo se forma completamente y es firme al invertir el
tubo. En otro caso se deberan realizar las pruebas auxiliares.
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Nota: Para cada lote nuevo de reactivo se debera realizar la prueba de coagulabilidad del plasma
de conejo afiadiendo una gota de cloruro de calcio al 5% a 0.5mL de plasma reconstituido, formandose
un coagulo en 10s-15s.

Prueba de termonucleasa: Preparar portaobjetos con 3mL de agar azul de toluidina-ADN. Con ayuda de
una pipeta Pasteur hacer orificios equidistantes en el agar. En un bafio de agua hirviendo calentar durante
15 min, el remanente del cultivo en BHI. Utilizando una pipeta Pasteur transferir una gota del cultivo a
un orificio del medio, repetir para cada cepa incluyendo testigos positivo y negativo. Incubar a 35°C +
1°C en camara humeda de 4h a 24h. La aparicion de un halo color rosa extendido de por lo menos 1mm
alrededor de la perforacion califica como positiva la prueba.

Pruebas auxiliares:

Tincion Gram: Realizar una tincién de Gram a cada cultivo y observar al microscopio la presencia de
cocos Gram positivos, agrupados en racimos.

Prueba de catalasa: A partir de un cultivo en AST realizar la prueba de la catalasa en un portaobjetos,
emulsificar una porcién del cultivo con una gota de perdxido de hidrdgeno al 3%. Observar la produccion
de burbujas de gas.

Utilizacion anaerdbica del manitol: Inocular un tubo con caldo para la fermentacién adicionado de
manitol al (0.5%), con un in6culo abundante. Cubrir el caldo con una capa de aceite mineral de al menos
25mm. Incubar hasta 5 dias a 36°C £ 1°C. Un cambio en la coloracion del indicador indica la utilizacion
anaerobica del manitol y la presencia S. aureus. Incluir los controles positivos y negativos.

Utilizacion anaerobica de la glucosa: Inocular un tubo con caldo para la fermentacion adicionado con
glucosa o sacarosa al (0.5%), con un inéculo abundante. Cubrir el caldo con una capa de aceite mineral
de al menos 25mm. Incubar hasta 5 dias a 36°C £ 1°C. Un cambio en la coloracién del indicador indica
la utilizacién anaerobica de la glucosay la presencia S. aureus. Incluir los controles positivos y negativos.

10. Fase Post- analitica
a)  Desecho de residuos

Se desecharan de acuerdo a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Proteccion ambiental - Salud ambiental -
Residuos peligrosos biolégico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo.

b)  Lavado de material

Lavar el material utilizado en la determinacion conforme al Procedimiento interno para el
Aseguramiento de la Calidad de los Resultados Analiticos.

11. Calculos

Los célculos se realizaran de acuerdo a la siguiente formula, la cual calcula el nimero “a” de S. aureus
confirmado por placa:

bc x Cc bnc X

a= Ac + Anc Cnc

Donde:

- Ac es el numero de colonias tipicas seleccionadas a confirmar

- Anc es el nimero de colonias atipicas seleccionadas a confirmar
- bc es el nimero de colonias tipicas confirmadas

- bnc es el nimero de colonias atipicas confirmadas

- Cces el numero de colonias tipicas contadas en la placa

- Cnc es el nimero de colonias atipicas contadas en la placa

Reportar los resultados como el nimero de S. aureus por mL o g de producto.
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Para las placas con menos de 300 colonias de las cuales existan menos de 150 colonias tipicas
y/o atipicas en dos diluciones consecutivas, calcular el nimero de S. aureus por placa como se indica
anteriormente, y calcular ¢l nimero “N” como una medida ponderada de las dos diluciones sucesivas,
usando la siguiente ecuacion:

> a
N = V(nl+0.1n2)
d

Donde:

- Xaes lasuma de las cuentas encontradas en las placas

-V es el nimero de mL en cada placa

- nlesel niumero de placas seleccionadas en la primera dilucién
- n2es el numero de placas seleccionadas en la segunda dilucién
- des el factor de dilucion seleccionado en la primera dilucién

Estimacion de las cuentas bajas. Si las dos placas de la muestra directa o de la primera dilucion
contienen menos de 15 colonias, reportar los resultados como sigue:

a)  Paralos productos liquidos, estime el namero de S. aureus por mililitro

> a

Ne = VX2

Donde:
- Ne es el numero estimado de colonias confirmadas de S. aureus
- Xaes el nimero de colonias confirmadas en las 2 placas
-V es el volumen inoculado en las placas

b)  Para otros productos, estime el nimero de S. aureus por gramo

>a
Vx2xd

Ne =

Donde:

- Ne es el numero estimado de colonias confirmadas de S. aureus
- Xaes el nimero de colonias confirmadas en las 2 placas

-V es el volumen inoculado en las placas

- desel factor de dilucién en la primera dilucion

12. Interpretacion de resultados

Box 26
Tabla 5
Interpretacion bioquimica de Staphylococcus

Caracteristicas S. aureus S. epidermidis Micrococcus
Actividad de catalasa + + +
Produccidn de coagulasa
Produccidn de termonucleasa
Utilizacion anaerébica de: Glucosa
Utilizacion anaerébica de: Manitol

+ [+ |+ |+

+, La mayoria de las cepas son positivas (mas del 90%).
-, La mayoria de las cepas son negativas (mas del 90%).
Fuente de consulta: NOM-210-SSA1-2014
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Las pruebas de termonucleasa o coagulasa positiva son consideradas como resultados
confirmatorios de S. aureus.

Cuando las placas de la dilucién mas baja tengan menos de 15 colonias tipicas y/o atipicas, se
debe agregar la nota de “valor estimado” al reporte de los resultados. Si fue inoculado 1.0mL en 3 placas,
tratar éstas como una sola y seguir los procedimientos de confirmacion.

Cuando no se tenga crecimiento reportar como:

Tabla 6
Reporte de resultados por indculo

DILUCION DE LA MUESTRA VOLUMEN INOCULADO RESULTADO
MUESTRA DIRECTA ImL (0.4mL, 0.3mL Y 0.3 mL) <1 UFC/mL
MUESTRA DIRECTA 0.1 mL <10 UFC/mL

107 ImL (0.4,0.3 Y 0.3 mL) <10 UFC/mL
101! 0.1mL <100 UFC/mL

Fuente de consulta: NOM-210-SSA1-2014
13. Validez de la prueba

El método debe cumplirse con estricto apego para que la prueba tenga la validez., e incluir al menos dos
bacterias como control, pudiendo ser: Staphylococcus aureus ATCC 25923 (positivo) y Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 (negativo), que sean tomados de las cepas de referencia por cada lote de
muestras procesadas.

14. Medidas de seguridad

- Usar bata de laboratorio, cubre bocas, guantes estériles.

- Verificar que el lugar de trabajo esté limpio.

- Revisar que los reactivos y materiales para el proceso de las muestras estén completos y debidamente
identificados.

- Lavarse las manos antes y después del proceso.

- Al término de uso de las cepas de trabajo, se desecharan de a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

Proteccién ambiental- Salud ambiental- Residuos peligrosos bioldgicos- infecciosos- Clasificacion y

especificaciones de manejo.
- Descontaminar el material después de su uso de acuerdo a los procedimientos correspondientes.

15. Medidas de control de calidad

- Verificar la funcionalidad del proceso analitico mediante cepas control las cuales deberan demostrar

purezay viabilidad de las mismas.
- Enel control de esterilidad anotar observaciones solo en caso de presentar algin crecimiento en el medio.
- Lecturay registro de temperaturas de incubacion con termometros calibrados y verificados.

- Todos los equipos e instrumentos deberan estar incluidos en un programa de calibracion, mantenimiento

preventivo y verificacion, de acuerdo a las caracteristicas del equipo.
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16. Apéndice

Box 28
2590deE SEEEEEEEEEEEL .IIIIIIIIII‘ 0ntro|(+) /ontrol()
Muestra . 1mL v . 1mL S. aureus S epidermidis
L} ; S}

l l Testigo de
225mL 9mL 9mL esterilidad
APAm X APAm APAm

| 10° | 102 , [ 107 l
| 0.1 mLc/u I l 01mLc/ul l o1m|_c/ul l 01mLc/u 01mLc/u
)
| Cajas de Baird Parker |
Distribuir con varilla de vidrio %
en movimiento de barrido
Dejar secar e incubar por 44h a 48h a 36°C + 1°C
Crecimiento
de colonias
caracteristicas @,
Negativo a S. aureus
l
(Gﬁn del proces¢D>
Contar colonias,
seleccionar y sembrar
1.5 mLde '
Caldo BHI
Incubar en bafio de agua de 20h Mantener a 27°C + 1°C
a 24h a 35°C + 1°C -
[
Figure 1
Diagrama para la estimacion de la cuenta de Staphylococcus aureus en alimentos
Fuente: Elaboracion propia, 2024
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®

0.2mL Caldo BHI |
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Prueba de Coagulasa ‘ ‘ Prueba de Termonucleasa

0.2mL Plasma de BHI
Conejo con remanente
EDTA
Incubar en bafio de agua a 35°C + 1°C y observar en las Calentar 15min en bafio de agua
primeras 6h 6 hasta las 24h hirviendo

Observar formacion de
coagulo Agar DNA Helicoidal

Timo de Ternera

Depositar una gota en cada
pocillo a utilizar de la placa

N S| Incubar en cdmara humeda a
Coaguld 35°C + 1°C de 4h a 24h

Coagulasa Negativo Coagulasa Positivo

Débil

v

Observar presencia de

v halo rosa alrededor del
pocillo

Fin del proceso

Fin del proceso

Reportar

I

v
[\
Reportar
| ‘ |SI

Termonucleasa
Negativo Termonucleasa
Positivo

Fin del proceso
Fin del proceso

Reportar
Figure 2

'

Diagrama para la estimacion de la cuenta de Staphylococcus aureus en alimentos

Fuente: Elaboracion propia, 2024




Box 30

Realizar pruebas auxiliares

Utilizacion anaerdbica del Manitol
y Glucosa

Prueba de Catalasa

v

Realizar Tincion Gram y

Observar al Microscopio
MAN RFcG

Cubrir con 5 gotas de aceite mineral e incubar
hasta 5 dias a 36°C + 1°C

Vire del indicador
caracteristico

‘

@ Application of © Application of © Aicohol wash @ Application of

‘ ' \\

Emulsificar una porcion de la cepa con
1 gota de H20: al 3%

KEY
B Crystal violet
B lodine

D Alcahol

I safranin

Gram-positive

Gram-negative

crystal violet iodine (mordant) (decolorization) safranin (counterstain)

(purple dye)

Figure 3

7

Diagrama para la estimacion de la cuenta de Staphylococcus aureus en alimentos

Fuente: Elaboracion propia, 2024
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200g de
Muesctra
1:2 200 mL
APAm
20 mL '.lllllllllll.'.I......... Contr0|(+) Control()
. 1mL \ & 1mlL v aureus@ S epidermidis
80mLAPAMm [— 9 mL 9mL E E thsetlrﬁﬁigs
1 APAmM 2 APAM
[ 10 [ 10 [ 10 [ 103
¢o.lmlc/u¢ ¢o.lmlc/u¢ ¢OlmLc/u¢ ¢OlmLc/u¢ ¢OlmLc/u
C—) CT3g ) ) ( ) )
I Cajas de Baird Parker I
Figure 4
Diagrama para la estimacion de la cuenta de Staphylococcus aureus en productos de la pesca y moluscos bivalvos
Fuente: Elaboracion propia, 2024

Figura 9.3.
Box 32
Muestra
liquida =

v
0.4 mLc/u ; 0.3 mLc/u

—— C3 —— C3 —— C3
I Cajas de Baird Parker I

0.3mLc/u

Figure 5
Diagrama para la estimacién de la cuenta de Staphylococcus aureus en muestras directas
Fuente: Elaboracion propia, 2024
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Metodo de prueba No. 4. Determinacion cualitativa de Vibrio cholerae.
1. Introduccion
Debido a que generalmente la bacteria se busca en muestras con flora microbiana muy variada se
requiere cultivarla primero en un medio de enriquecimiento, luego en un medio selectivo para eliminar
al maximo la flora contaminante y confirmar con su identificacion bioquimica y serologica.

2. Objetivo

Determinar la presencia o ausencia de Vibrio cholerae en aguas de consumo humano y alimentos crudos
0 cocidos.

3. Alcance

Para los alimentos de origen marino, crudos o cocidos; asi mismo aplica para aguas de consumo humano
y alimentos de derivados lacteos.

4. Referencia normativa

NOM-242-SSA1-2009, Productos y servicios. Productos de la Pesca frescos, refrigerados, congelados y
procesados. Especificaciones sanitarias y Métodos de prueba.

NOM-243-SSA1-2010, Productos y servicios. Leche, férmula lactea, producto lacteo combinado
y derivados lacteos. Disposiciones y especificaciones sanitarias. Métodos de prueba.

Se complementa con:

Manual de procedimiento para aislamiento y caracterizacion de Vibrio cholerae 01. Publicacion
Técnica del INDRE #10. Instituto Nacional de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos. Secretaria de
Salud. México, DF; 1991.

Manual de técnicas y procedimientos para la investigacion de Vibrio cholerae en agua y alimentos,
Secretaria de Salud. Subsecretaria de Regulacion y Fomento Sanitario. Laboratorio Nacional de Salud
Publica. Mexico, D.F. febrero de 1992.

5. Términosy definiciones

- Agua para uso y consumo humano (agua potable): Agua que no contiene contaminantes objetables,
quimicos o agentes infecciosos y que no causa efectos nocivos para la salud

- Crustaceos: Organismo acudtico invertebrado cubierto por un caparazon o caparachon quitinoso;
ejemplo, camarén.

- Homogeneizar: Hacer que una cosa sea homogénea igualando o haciendo uniformes los elementos

que la componen.

- Método de Prueba: Procedimiento tecnico utilizado para la determinacion de parametros o

caracteristicas de un producto, proceso o servicio.

- Molusco Bivalvo: Todas las especies de moluscos lamelibranquios que se alimentan por filtracion,
gue cuentan con dos valvas; ejemplo, ostiones, mejillones o almejas.

- Producto a granel: Producto que debe pesarse, medirse o contarse en presencia del consumidor al
momento de su venta

- Producto de la pesca: Cualquier producto para consumo humano, derivado en parte o en su totalidad

de los recursos de la flora y fauna acuaticas, sean peces, crustaceos, moluscos o equinodermos.
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Producto de la pesca congelado: Peces, crustaceos, moluscos, equinodermos, u otros animales que
han sido objeto de un proceso de disminucion de temperatura lo suficientemente bajo para conservar
la calidad sanitaria.

Producto de la pesca fresco o refrigerado: Aquel que cumpliendo con las normas microbioldgicas e
higiénicas establecidas no ha sido sometido a proceso alguno de conservacion, excepto la
refrigeracion mecanica o el enhielado

Vibrio cholerae: bacteria Gram negativa, con forma de bastdén curvo que provoca el colera en
humanos. En medio liquido es mévil por flagelos polares, anaerobio facultativo.

6. Materiales, equipos e instrumentos

- Aplicadores de madera

- Asas bacteriologicas desechables.

- Asas de platino o nicromel de 3 mm de diametro

- Asas de platino o nicromel rectas

- Balanza analitica con sensibilidad de 0.1g

- Bafio de agua de 42°C + 0,2 °C

- Bolsas estériles para homogeneizador (stomacher)

- Cajas de petri estériles

- Cubre bocas.

- Enfriador Eléctrico

- Estufa incubadora

- Gasas

- Gradillas para tubos de ensaye de 16 x 150 mmy 13 x 100mm
- Guantes desechables de latex

- Homogeneizador peristaltico (Stomacher)

- Lampara de aglutinacién

- Licuadora industrial de 2 velocidades

- Mechero Bunsen

- Papel de pH (rango 1-14)

- Papel filtro

- Pipetas bacteriolégicas de 10mL y 5mL graduadas en 0.1mL protegidas con tapon de algodon.
- Pipetores

- Portaobjetos

- Termometros Calibrados: Liquido en vidrio de 20-50°C y de -5-20°C
- Tubos de ensaye de 16 x 150mm y 13 x 100mm

- Utensilios: Cuchillos, Tenedores, Cucharas, Bisturi y Pinzas

- Vasos de Licuadora

Nota: Todo el material que tenga contacto con las muestras se esterilizard en Horno durante 2 h a 170-
175°C 0 1 h a 180°C; o en autoclave durante 30 min a una temperatura de 121°C. El material de vidrio
puede sustituirse por material desechable que cumpla con las especificaciones deseadas. No debe usarse
material de vidrio dafiado por esterilizacidn repetida y éste debe ser quimicamente inerte.

7. Reactivos

- Agua Peptonada Alcalina (APA) pH 9 £ 0.2 de 450 mL 1X, 225 mL 1Xy 50 mL 10X
- Agar Tiosulfato Citrato Sales Biliares Sacarosa (TCBS)
- Agar Triptona y Sal al 1% (T1N1)

- Agar Hierro y Triple aztcar (TSI) al 2% de NaCl

- Agar de Hierro y Lisina (LIA) al 2% de NaCl

- Agar Oxidacion-Fermentacion (O/F) al 2% de NaCl)

- Antisueros Polivalentes para V. ch O1

- Antisueros Monovalentes para V. ch O1

- Base de Agar Sangre (BAB) al 2% de NaCl

- Caldo Arginina al 2% de NaCl

- Caldo Triptona (T1No)

- Caldo Triptona y Sal al 3% (T1N3)

- Desoxicolato de Sodio al 0.5 %
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Hidroxido de Sodio (NaOH)

Medio Movilidad Indol Ornitina (MIO) al 2% de NaCl
Reactivo de Oxidasa

Reactivo de Ehrlich o Kovacs

Solucion Salina Fisiologica esteril al 0.9%

Nota: Los reactivos y medios de cultivo, se preparan segun el fabricante.

8.  Fase Pre-analitica

8.1 Condiciones ambientales

La prueba se debe realizar a temperatura ambiental entre 18- 27°C y de 50-65% de humedad.
8.2 Preparacion de la muestra

Verificar que el lugar de trabajo esté limpio.

Las muestras congeladas deben mantenerse en refrigeracion (2-5°C) un maximo de 18 horas
antes de su analisis, sin llegar a la descongelacion.

Para muestras de moluscos bivalvos en general deben tomarse un minimo de 10 a 12 moluscos
bivalvos, a fin de obtener una muestra representativa o dependiendo de la especie se pueden utilizar de
20 a 30 piezas para obtener el peso adecuado hasta obtener un total de 200 g entre licor y carne.

Si llegasen a venir en concha, lavarse las manos con agua y jabon antes de comenzar. Enjuagar
el exceso de suciedad de las conchas y cepillar con un cepillo estéril bajo el chorro de agua potable
poniendo particular atencion en las hendiduras de las conchas. Colocar las conchas limpias en toallas de
papel absorbente o gasas limpias. Desechar los moluscos que tengan las conchas dafiadas o con las valvas
abiertas. Se puede usar guantes para evitar dafiarse. Una vez secadas, con ayuda de un cuchillo
desconchador estéril, insertar las puntas entre las valvas y hacer palanca para cortar el muasculo abductor
de las conchas y vaciar el molusco en un recipiente estéril.

8.3 Preparacion del material de trabajo.

Todos los reactivos y material para el proceso de las muestras este completo y debidamente identificado.
9. Fase analitica

a) Para Alimentos:

Se basa en el andlisis de 50g de la muestra analitica en una proporcion de 1:9 de muestra/caldo. Esta
cantidad puede variarse siempre que se mantenga la misma proporcion. Se recomienda una muestra de

50 g 0 mas.

Las muestras de moluscos bivalvos deberan analizarse en su composicion basica de liquido y
carne. Para moluscos bivalvos desconchar de 10 a 12 piezas grandes, incluir el liquido.

Homogeneizar una porcion de 50 g de muestra en 450 mL de APA por 2 minutos a alta velocidad.
Esto hace la dilucion 1:10. Verter 250 mL (g) de la dilucion 1:10 a un segundo recipiente estéril. Prepare
dos series de diluciones de 1:100 y 1:1000. En este momento deberéa tener dos series de tres diluciones.

Una serie se incuba de 35-37°C y la otra serie de 3 diluciones incubarla a 42°C. Las dos series se
incuban durante un periodo de 6hy 18 h.

Después de cada uno de los periodos de incubacion (6h y 18 h) y sin agitar, transferir el indculo
de la pelicula (crecimiento superficial) con un asa de 3-5 mm de diametro a una placa de agar TCBS.
Incubar durante 18-24 h de 35-37°C.
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Examinar las placas para determinar si se presentan las caracteristicas coloniales para Vibrio
cholerae (El Tor y Clésico): colonias grandes, lisas, amarillas (positivas para la fermentacion de la
sacarosa) y ligeramente achatadas, con el centro opaco y los bordes traslucidos.

Seleccionar por lo menos 3 colonias sospechosas de cada placa y aplicarlas con estria cruzada
para aislar en TIN1 e incubar durante 12-18 h a 35-37°C.

Después de la incubacion se realiza la prueba de la oxidasa tomando una azada del cultivo en
Agar T1N1 con asa de plastico o palillo de madera estéril y aplicarlo (segun el tipo de reactivo de oxidasa)
al papel filtro impregnado con el reactivo comercial. La reaccion POSITIVA se observa por la produccion
de un color azul 0 morado en un tiempo no mayor de 20 seg.

Con la misma asada obtenida del cultivo de T1IN1 se efectta la prueba de hilo o string. Se coloca
una gota de Desoxicolato de sodio al 0.5 % en una caja de Petri y friccionar suavemente el palillo con el
cultivo, levantarlo y observar la formacion de un hilo o cuerda lo que significa que la prueba es
POSITIVA.

Cuando las pruebas de oxidasa e hilo (string) son POSITIVAS, continuar con la identificacion
bioquimica inoculando los siguientes medios:

- BAB (por estria en la superficie inclinada).
- TSI (por estria en la superficie inclinada y por puncion en el fondo).
- LIA (por estria en la superficie inclinada y doble puncion en el fondo).

- Medio MIO y O/F: se inoculara por puncion. (Para el caso del O/F se utilizara por duplicado ya que a
uno de los tubos se le agregaran 5gotas de aceite mineral para sellar la superficie del medio).

- Caldo Arginina: por in6culo (se le agregaran 5gotas de aceite mineral para sellar la superficie del
medio).

- Caldo TiN3 y Caldo TiNo: para la prueba de la halofilia, inocular un tubo conteniendo el medio.
[Verificar crecimiento observando desarrollo en el tubo. Para llevar a cabo la prueba de Indol: afiadir
5 a 7 gotas del reactivo de Kovac al tubo del caldo (con 6 sin crecimiento). El desarrollo de un color
rojo intenso, constituye una prueba POSITIVA para Indol]

Todas se Incubaran de 18-24h a 35-37°C.
Las caracteristicas bioquimicas de Vibrio cholerae 01 se pueden observar en el anexo.

Para el ensayo de los antigenos de V. cholerae, se colocaran 2 gotas por separado de solucién
salina al 0.9% sobre un portaobjetos y se suspendera en cada una de las gotas, una porcion del cultivo
desarrollado en BAB. Se agregara a una de ellas una gota del antisuero polivalente y se mezclara con el
canto del asa o empleando aplicadores de madera. Se agitara inclinando la lamina hacia atras y hacia
adelante durante aproximadamente 1 min. Posteriormente se observara bajo buena iluminacion sobre un
fondo oscuro considerando cualquier grado de aglutinaciéon como positiva.

Si la prueba da POSITIVA, se procede a realizar el mismo paso, pero con los Antisueros
Monovalentes INABA y OGAWA. Resultados positivos o negativos finalizan la prueba.

b) Para helados o bases 0 mezclas para helados y para los quesos:

Se deben preparar las siguientes diluciones 10-1, 10-2 10-3 ,10-4, 10-5y 10-6. Tomar 25g de helado o
bases 0 mezclas para helados o queso previamente molido e introducirlos en un vaso estéril de licuadora
de 500 mL de capacidad que contenga 225 mL de APA y homogeneizar por 2 minutos a la maxima
velocidad. Esta es la dilucion 1:10. De ésta preparar diluciones 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000 hasta
1:1000000 en 9 6 90 mL de APA.

Incubar las seis diluciones entre 35-37 °C de 18-24 h.
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Después de la incubacion, y sin agitar, transferir el inoculo de la pelicula (crecimiento superficial)
con un asa de 3-5 mm de didmetro a una placa de agar TCBS. Incubar durante 18 a 24 h de 35-37°C.

Examinar las placas a fin de determinar si se presentan las caracteristicas coloniales que a
continuacion se describe, seleccionar por lo menos 3 colonias sospechosas de cada placa y aplicarlas con
estria cruzada para aislar en agar TIN1 e incubar durante 12-18 h a 35-37 °C.

Las colonias de V. cholerae (el Tor y Clasico) son grandes, lisas, amarillas, (positivas para la
fermentacion de la sacarosa) y ligeramente achatadas, con el centro opaco y los bordes traslucidos.

A partir de aqui se continta como el procedimiento de los alimentos.
c) Para Agua de consumo humano:
Enriquecimiento doble en agua Peptonada: Se debe de recolectar minimo 1 litro de agua en un recipiente
estéril; la cual debe de contener dos cucharadas cafeteras llenas de NaCl. Después de recolectada la
muestra, se debe ajustar su pH a 9.2 con NaOH 1N antes de ser transportada al laboratorio, en el caso de
que las pruebas se atrasen en el laboratorio.

Se emplean frascos de 500 mL de boca ancha con tapa de rosca, que contenga 50mL de Agua
Peptonada concentrada alcalina 10X (10% de peptona 'y 10% de NaCl) con pH de 9.0, al cual se le agrega
450 mL de muestra (agua blanca) para obtener una dilucién 1:10.

La dilucion 1:10 se incuba durante 6 h o toda la noche a 37°C.

Transcurrido el tiempo, con un hisopo se toma una muestra de la superficie del agua del frasco y
se siembra una placa de medio selectivo (TCBS); éste mismo hisopo se coloca en un tubo de APA 1X
(1% de peptona 'y 1% de NaCl) de 10 mL con pH de 9.0. Ambos se incuban a 37°C; la caja por un lapso
de 18 a 24 hy el tubo durante 6 h.

A partir del crecimiento en tubo, se siembra otra placa de TCBS y se incuba de 18 a 24 h a 37°C
para aislar colonias amarillas sospechosas. A partir de aqui se contina como el procedimiento de los
alimentos.

10. Fase Post- analitica

a)  Desecho de residuos

Se desecharan de acuerdo a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Proteccion ambiental - Salud ambiental -
Residuos peligrosos biolégico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo.

b)  Lavado de material

Lavar el material utilizado en la determinacion conforme al Procedimiento interno para el
Aseguramiento de la Calidad de los Resultados Analiticos.

11. Célculos
No Aplica.
12. Interpretacién de resultados

A continuacion, se muestran las reacciones bioquimicas caracteristicas:
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Box 33

BIOQUIMICA REACCION CARACTERISTICA DE Vibrio cholerae

TSI A/TAOK* A
(amarillo/amarillo 6 rojo/amarillo)
LIA K/K 6 K/N
(morado/morado 6 morado/incoloro)
MOVILIDAD POSITIVO
(crecimiento alrededor de la picadura)
INDOL POSITIVO
(halo rojo)
ORNITINA POSITIVO
(cualquier color diferente al amarillo)
OXIDACION POSITIVO
(amarillo)
FERMENTACION POSITIVO
(amarillo)
ARGININA NEGATIVO
(amarillo)
T1No POSITIVO
(turbidez)
TiNs POSITIVO
(turbidez)
OXIDASA POSITIVO
(pUrpura)
STRING Positivo

(hilo mucoso aperlado)
Autoria propia; 2024. Fuente de consulta: NOM-242-SSA1-20009.
*: Raramente A: acido K: alcalino N: Neutro

Tablea 7
Interpretacion bioquimica de Vibrio cholerae.

- Si resultan negativas las pruebas de oxidasa y string reportar como V. ch O1 AUSENTE.
- Cuando la aglutinacion a la serologia es positiva reportar como V. ch O1 PRESENTE.

- Cuando la aglutinacion es negativa pero bioquimicamente es caracteristica, reportar como V. ch No
O1.

- Los resultados de la investigacion de V. ch O1 se reportan como AUSENTE o PRESENTE en 25 6
50 g del mismo. En caso de haber realizado la aglutinacion en algn suero monovalente, reportar en
cuél de ellos fue: Inaba u Ogawa.

13. Validez de la prueba

El método debe cumplirse con estricto apego para que la prueba tenga la validez e incluir al menos dos
bacterias como control, pudiendo ser: Vibrio cholerae O1 Ogawa LEM-04002 o Vibrio cholerae O1
Inaba LEM-04001 (positivo), Vibrio Cholerae No0O1 LEM-04003 (negativo), que sean tomados de las
cepas de referencia por cada lote de muestras procesadas.

14. Medidas de seguridad

- Usar bata de laboratorio, cubre bocas, guantes estériles.

- Verificar que el lugar de trabajo esté limpio.

- Revisar que los reactivos y materiales para el proceso de las muestras estén completos y debidamente
identificados.

- Lavarse las manos antes y después del proceso.

- Al término de uso de las cepas de trabajo, se desecharan de a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002.
Proteccion ambiental- Salud ambiental- Residuos peligrosos bioldgicos- infecciosos- Clasificacion y
especificaciones de manejo.

- Descontaminar el material después de su uso de acuerdo a los procedimientos correspondientes.



15. Medidas de control de calidad

- Verificar la funcionalidad del proceso analitico mediante cepas
purezay viabilidad de las mismas.

- Enel control de esterilidad anotar observaciones solo en caso de presentar algin crecimiento en el medio.
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control las cuales deberan demostrar

- Lecturay registro de temperaturas de incubacion con termometros calibrados y verificados.

- Todos los equipos e instrumentos deberan estar incluidos en un programa de calibracion, mantenimiento

preventivo y verificacion, de acuerdo a las caracteristicas del equipo.

16. Apéndice
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Diagrama para la determinacion de Vibrio cholerae en alimentos

Fuente: Elaboracion propia, 2024
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Diagrama para la determinacién de Vibrio cholerae en helados, bases o0 mezclas para helados y quesos
Fuente: Elaboracion propia, 2024
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Técnica:

Colocar en un portaobjetos limpio libre de grasa 2 gotas de solucion salina y una gota del antisuero a
probar.

Tomar una asada de la colonia a partir de Agar TiN1 0 de BAB y hacer una suspension con solucion
salina.

Tomar una gota de esta suspension y mezclar con la gota de antisuero correspondiente (polivalente o
monovalente) y salina.

Mover el portaobjeto para mezclar y observar la aglutinacion.
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Metodo de prueba No. 5. Determinacion y estimacion de la densidad de Vibrio
parahaemolyticus

1. Introduccion

Este método se basa estadisticamente en tres pasos: Primero; dilucion de la muestra en tubos multiples
que contienen caldo de enriquecimiento, de tal manera que todos los tubos de la menor dilucion sean
positivos y todos los tubos de mayor dilucidn sean negativos [técnica del Numero Méas Probable (NMP)],
donde un resultado positivo presuntivo se demuestra por turbidez en el tubo indicando el desarrollo
microbiano; Segundo; el aislamiento en agar selectivo y diferencial que elimina al maximo la flora
acompafante y, Tercero; la confirmacién de la presencia del V. Parahaemolyticus por identificacion
bioquimica. Estas combinaciones de resultados positivos y negativos son consultadas en tablas
estadisticas que estiman el nimero de microorganismos presentes en las muestras.

2. Objetivo
Determinar la densidad microbiana de Vibrio parahaemolyticus por la técnica del Nimero Mas Probable (NMP).

3. Alcance

Aplicable para todos los alimentos de origen marino (crudos 6 cocidos).
4.  Referencia normativa
Bacteriological Analytical Manual (BAM). Chapter 9 Vibrio. Mayo, 2004.

NOM-242-SSA1-2009, Productos y servicios. Productos de la Pesca frescos, refrigerados, congelados y
procesados. Especificaciones sanitarias y Métodos de prueba.

5. Términos y definiciones

- Crustaceos: Organismo acuatico invertebrado cubierto por un caparazén o caparachdn quitinoso;
ejemplo, camaron.

- Homogeneizar: Hacer que una cosa sea homogénea igualando o haciendo uniformes los elementos
que la componen.

- Molusco Bivalvo: Todas las especies de moluscos lamelibranquios que se alimentan por filtracion,
gue cuentan con dos valvas; ejemplo, ostiones, mejillones o almejas.

- Vibrio Parahaemolyticus: Miembro del género Vibrio, bacilo Gram-negativo con forma de baston
curvo, en medio liquido es movil por flagelos polares. Es uno de los principales causantes de diarrea
bacteriana asociada con el consumo de mariscos. Organismo de estuario hal6filo que se encuentra en
aguas costeras de practicamente todas las regiones templadas.

6.  Materiales, equipos e instrumentos

- Aplicadores de madera

- Asas bacteriologicas de 3mm de diametro

- Asas rectas de platino

- Balanza analitica con sensibilidad de 0.1g

- Bolsas estériles para homogeneizador (stomacher)
- Cubre bocas.

- Enfriador Eléctrico

- Estufa incubadora

- Gasas

- Gradillas para tubos de ensaye de 16 x 150 mmy 13 x 100mm
- Guantes desechables de latex

- Homogeneizador peristaltico (Stomacher)

- Licuadora industrial de 2 velocidades



7.

Mechero Bunsen
Papel filtro

Pipetas bacteriologicas de 10mL y 5mL graduadas en 0.1mL protegidas con tapén de algodon.

Pipetores

Termometros Calibrados: Liquido en vidrio de 20-50°C y de -5-20°C
Tubos de ensaye de 16 x 150mm y 13 x 100mm
Utensilios: Cuchillos, Tenedores, Cucharas, Bisturi y Pinzas

Vasos de Licuadora

Nota: Todo el material que tenga contacto con las muestras se esterilizara en Horno durante 2 h a
170-175°C 0 1 h a 180°C; o en autoclave durante 30 min a una temperatura de 121°C. El material de
vidrio puede sustituirse por material desechable que cumpla con las especificaciones deseadas. No debe
usarse material de vidrio dafiado por esterilizacion repetida y éste debe ser quimicamente inerte.

Reactivos

Agua Peptonada Alcalina (APA) pH 8.5 + 0.2 de [1X] 6 [2X]
Agar Tiosulfato Citrato Sales Biliares Sacarosa (TCBS)
Agar Triptona 'y Sal al 1% (T1N1)

Agar Cromogenico para Vibrio (CHROMagar)

Agar Inclinado Arginina Glucosa (AGI) al 2% de NaCl
Agar Movilidad Indol Ornitina (MIO) al 2% de NaCl

Base de Agar Sangre (BAB) al 2% de NaCl

Caldo o Agar Urea al 2% de NaCl

Caldo Rojo de Fenol con Lactosa o Sacarosa (RF) al 2% de NaCl con o sin campana
Caldo Triptona (T1No)

Caldo Triptona y Sal al 3% (T1N3)

Caldo Triptona y Sal al 6% (T1Ns)

Caldo Triptona y Sal al 8% (T1Ns)

Caldo Triptona y Sal al 10% (T1N1o)

Discos para prueba de ONPG (o-Nitrofenil-D-galact6sido)
Reactivo de Oxidasa

Regulador Salina Fosfatos pH 7.4 (PBS)

Solucioén Salina Fisioldgica estéril al 0.85%

Nota: Los reactivos y medios de cultivo, se preparan segun el fabricante.

8.

Fase Pre-analitica

8.1 Condiciones ambientales

La prueba se debe realizar a temperatura ambiental entre 18- 27°C y de 50-65% de humedad.

8.2 Preparacion de la muestra

Verificar que el lugar de trabajo esté limpio.

La preparacion se efectuara de acuerdo a la naturaleza de la muestra:

a)

b)

Pescados: seleccionar porciones de la superficie (piel), carne, agallas e intestino del animal para

completar 50 g y colocarlos en un vaso de licuadora.

Moluscos bivalvos: en caso de animales en concha, se debe tener un minimo de 10 a 12 ostiones a
fin de obtener una muestra representativa y permitir la seleccion de animales completos disponibles
para su desconche, obteniéndose aproximadamente 100 g de licor y carne; descartar moluscos con
valvas abiertas. Con moluscos pequefios usar mas piezas hasta obtener el peso adecuado. Adicionar
un volumen o peso equivalente de PBS. Homogeneizar por 90 segundos, esto constituye una dilucién

1:2.
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c) Crustaceos: como el camaron, utilizar todo el cuerpo, que incluye branquias y el intestino (total de
50 g)

d) Productos procesados, calentados, deshidratados y congelados: Pesar 50 g.

8.3 Preparacion del material de trabajo.

Todos los reactivos y material para el proceso de las muestras este completo y debidamente identificado.
9. Fase analitica

Enriquecimiento

Para los casos (a) y (c) adicionar 450 mL de PBS como diluyente para obtener una dilucién 1:10.
Homogeneizar por 1 min a velocidad alta. Preparar diluciones 1:100, 1:1000 o mayores si €S necesario
con APA, usando como diluyente PBS. Ver Anexo 1.

Para el inciso (b), transferir 20 g del homogeneizado obtenido a 80 mL de PBS para tener una
dilucién 1:10, se recomienda pesar para evitar imprecisiones al transferir volimenes de la dilucién 1:2
debido a la presencia de burbujas de aire. Preparar diluciones decimales (1 mL de la dilucién 1:10 a 9
mL de PBS o se puede usar de igual forma 10 mL de la dilucién 1:10 en 90 mL de PBS para tener una
dilucion 1:100 y asi sucesivamente). Ver Anexo 1.

Para el inciso (d), inocular 10 mL de la dilucién 1:10 a 3 tubos con 10 mL de APA [2X], esto
representa una porcion de 1 g en cada tubo; de igual manera, inocular 1 mL de las diluciones 1:10, 1:100,
1:1000, etc., a 3 tubos con 10 mL de APA [1X].

Incubar para todos los casos de 18 a 24 horas a 35 + 2 °C.

Nota: En los productos obtenidos del mismo origen, que se conozca mediante analisis previos que
la densidad de Vibrio spp es alta 0 son crudos como pescados, moluscos bivalvos, etc.; comenzar con 0.1
g en la primera serie de 3 tubos.

Aislamiento
Sembrar por estria cruzada en agar TCBS, todos los tubos de APA que presenten crecimiento (turbidez)
en las 3 diluciones, tomando con un asa de 3 mm de diametro a 1 cm de profundidad por debajo del nivel

medio. Incubar a 35 + 2 °C 24 horas.

Las colonias de V. parahaemolyticus son redondas, opacas, verdes o azuladas de 2 a 3 mm de
diametro.

Pruebas tamiz

A partir del Agar TCBS, inocular 2 0 mas colonias caracteristicas de V. parahaemolyticus en Agar TIN1
e Incubar 12-18 hrs a 35 + 2 °C. Posteriormente realizar la prueba de oxidasa que consiste en transferir
una pequefia cantidad del cultivo a un segmento de papel filtro impregnado con el reactivo. La formacion
de un color parpura dentro de 10 segundos indica que el ensayo es positivo. Utilizar aplicador de madera.
Si la prueba resultd positiva sembrar en bioguimicas.

Pruebas bioquimicas:

- BAB: Sembrar por estria en la superficie. Este medio solo es para conservacion de la cepa.

- AGI: Inocular por picadura y estria.

- MIO: Inocular por picadura a una profundidad de aproximadamente 5 cm. Un crecimiento alrededor
de la picadura constituye una prueba positiva.
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- Urea: Si es caldo, depositar un indculo denso; si es agar, se siembra por estria. La prueba de ureasa es
para diferenciar las cepas potencialmente patogénicas ya que la produccion de ureasa esta
correlacionada con la presencia de los genes TDH y/o TRH. La produccion de ureasa se determina
con una coloracion rosa (alcalina) en el medio. Los cultivos negativos deben incubarse 24 horas mas
ya que hay cepas raras que producen ureasa lentamente.

- RF con Lactosa o Sacarosa: Depositar un indculo denso en el caldo

Las anteriores bioquimicas deben de contener NaCl al 2%

- Caldos Triptona (T1NO, TIN3, TIN6, TINS, y TIN10): Depositar un inoculo denso en los caldos a
concentraciones de NaCl de 0%, 3%, 6% 8% y 10% para la prueba de la halofilia. La produccion de
turbidez en el caldo se lee como positivo.

Incubar todas las bioquimicas de18-24 horas a 35 £ 2 °C
Confirmacién de cepas positivas:

Del Agar TIN1 de las cepas positivas sembrar en cajas de CHROMagar, incubar a 35 £ 2 °C 24
h. Las colonias de V. Parahaemolyticus son de color malva o moradas.

Nota: en casos de brote o contingencias, se siembra desde la fase de aislamiento.

Al mismo tiempo realizar la prueba de ONPG, que consiste en el Método de Discos Impregnados:
A partir de los cultivos en TIN1, hacer una suspension densa del cultivo en un tubo estéril de 13x100
mm que contenga 0.1 mL de solucion salina fisioldgica estéril al 0.85%, afiadir el disco impregnado con
el reactivo y agitar suavemente. Incubar 18-24 horas a 35 + 2 °C.
10. Fase Post- analitica

a) Desecho de residuos

Se desecharan de acuerdo a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Proteccion ambiental - Salud ambiental -
Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo.

b) Lavado de material

Lavar el material utilizado en la determinacion conforme al Procedimiento interno para el
Aseguramiento de la Calidad de los Resultados Analiticos.

11. Calculos

Cuando las colonias se identifican finalmente por bioquimicas como V. Parahaemolyticus, estimar la
densidad bacteriana por el NMP, aplicar la Tabla de NMP con 95% de limite de confianza de 3 tubos.
Considerar la dilucion cuando proceda.

El intervalo del 95% de confianza se interpreta como sigue: si el analista supone que el numero real
de microorganismos cae dentro de los limites, entonces se asume que sera correcto el 95% de las veces.
El valor del NMP tabulado representa un intervalo y no un valor absoluto.

12.  Interpretacion de resultados

En la siguiente tabla se describen las reacciones bioquimicas caracteristicas:
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BIOQUIMICA REACCION CARACTERISTICA DE Vibrio Parahaemolyticus

ARGININA GLUCOSA INCLINADO VARIABLE: K/A (purpura/amarilla) 6 A/A (amarillo/amarillo)
sin gas, sin &cido

MIO POSITIVO (crecimiento alrededor de la picadura)

UREA VARIABLE: con crecimiento sin cambio de color (-) 6 fucsia (+)

CALDO ROJO DE FENOL NEGATIVO (color rosa)

T1No SIN TURBIDEZ

TiN3 TURBIDEZ

T1Ng TURBIDEZ

T1Nsg TURBIDEZ

T1N1o SIN TURBIDEZ

ONPG NEGATIVO (incoloro)

OXIDASA POSITIVA (purpura)

Tabla 8

Interpretacion bioquimica de Vibrio parahamelotyticus

Fuente: BAM 9.

Si los resultados de las diferentes pruebas fueran negativos se reporta: < 3,0 NMP/g

Si los resultados de la investigacion resultaran positivos se reporta primero presuntivamente

como:

V. Parahaemolyticus

NMP/g presuntivo.

Al obtener la lectura confirmatoria de la presencia del gen toxigénico, reportar como:

V. Parahaemolyticus

13. Validez de la prueba

NMP/g toxigénico.

El método debe cumplirse con estricto apego para que la prueba tenga la validez., e incluir al menos dos
bacterias como control, pudiendo ser: Vibrio parahaemolyticus ATCC-17802, Vibrio Cholerae No0O1
LEM-04003, que sean tomados de las cepas de referencia por cada lote de muestras procesadas.

14. Medidas de seguridad

- Usar bata de laboratorio, cubre bocas, guantes estériles.
- Verificar que el lugar de trabajo esté limpio.
- Revisar que los reactivos y materiales para el proceso de las muestras estén completos y debidamente

identificados.

- Lavarse las manos antes y después del proceso.
- Al término de uso de las cepas de trabajo, se desecharan de a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

Proteccion ambiental- Salud ambiental- Residuos peligrosos bioldgicos- infecciosos- Clasificacion y

especificaciones de manejo.

- Descontaminar el material después de su uso de acuerdo a los procedimientos correspondientes.

15. Medidas de control de calidad

Verificar la funcionalidad del proceso analitico mediante cepas control las cuales deberdn demostrar
purezay viabilidad de las mismas.

En el control de esterilidad anotar observaciones solo en caso de presentar algun crecimiento en el medio.
Lectura y registro de temperaturas de incubacion con termémetros calibrados y verificados.

Todos los equipos e instrumentos deberan estar incluidos en un programa de calibracion, mantenimiento
preventivo y verificacion, de acuerdo a las caracteristicas del equipo.



94
16. Apéndice
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Diagrama para la determinacion de Vibrio parahaemolyticus
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96

Referencias sugeridas

Djekié, 1., Velebit, B., Pavli¢, B. et al. Calidad de los alimentos 4.0: fabricacion sostenible de alimentos
para el siglo XXI. Food Eng Rev 15, 577-608 (2023). https://doi.org/10.1007/s12393-023-09354-2

Foddai, ACG, Grant, IR Métodos para la deteccion de patdgenos viables transmitidos por alimentos:
estado actual de la técnica y perspectivas futuras. Appl Microbiol Biotechnol 104 , 4281-4288 (2020).
https://doi.org/10.1007/s00253-020-10542-x

NMX-EC-17025-IMNC-2018. Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y
calibracion

NOM-210-SSA1-2014, Productos y servicios. Métodos de prueba microbiol6gicos. Determinacion de
microorganismos indicadores. Determinacion de microorganismos patogenos.

Zhang, J.; Yang, H.; Li, J.; Hu, J.; Lin, G.; Tan, BK; Lin, S. Perspectivas actuales sobre bacterias
patdgenas transmitidas por alimentos viables pero no cultivables: una revision. Foods 2023 , 12, 1179.
https://doi.org/10.3390/foods12061179



97

Declaraciones
Conflicto de intereses

El presente trabajo no tiene ningun conflicto de interés que pudiera influir en el curso del proyecto y la
presentacion de resultados.

Contribucion de los autores

Mariana Trinidad Santos Cervera & Carlos Armando Chan Keb: Idea de proyecto, metodologia,
recoleccion de datos y redaccion del E-Book.

Aldo Alberto Chuc Sanchez: Recoleccion de datos y redaccion del articulo.
Judith Ruiz Herndndez: Recoleccion de datos y redaccion del articulo.
Disponibilidad de datos y materiales

No se revisaron bases de datos, sino que la informacidén empirica se recuperd in situ, en los espacios
cotidianos de las y los estudiantes como los sitios web de las Normas Oficiales Mexicanas.

Financiacion
La investigacion no contd con financiamiento de ninguna clase.
Agradecimientos

Agradecemos a la Universidad Auténoma de Campeche por su disposicion para la investigacion, asi
como a los y las estudiantes que participaron en este Manual.



Instructions for Scientific, Technological and Innovation Publication

[Titulo en TNRoman y negrita No. 14 en inglés y espariol]

Apellido, Nombre 12 Autor*?, Apellido, Nombre 1¢" Coautor®, Apellido, Nombre 2%° Coautor y Apellido,
Nombre 3% Coautor [No.12 TNRoman]

2 ROR |nstitucion de afiliacion, * Researcher 1D, ' ORC ID, SNI-CONAHCYT ID o CVU PNPC [No.10 TNRoman]
b ROR |nstitucion de afiliacion, © Researcher ID, “/ ORC ID, SNI-CONAHCYT ID 0 CVU PNPC [No.10 TNRoman]
¢ ROR |nstitucion de afiliacion, © Researcher ID, ““ ORC ID, SNI-CONAHCYT ID o CVU PNPC [No.10 TNRoman]
d ROR |nstitucion de afiliacion, * Researcher ID, “/ ORC ID, SNI-CONAHCYT ID o CVU PNPC [No.10 TNRoman]

Todos los perfiles ROR-Clarivate-ORCID y CONAHCYT deben estar hipervinculados a su sitio web
Prot- ROR University of South Australia «* 7038-2013« " 0000-0001-6442-4409 « & 416112

Clasificacion CONAHCYT: https://marvid.org/research_areas.php [No.10 TNRoman]

Area: '.)
Campo:
Disciplina: Shopnto
Subdisciplina:

DOI: https://doi.org/

Claves del libro:
Explique los siguientes aspectos:

- ¢Cuéles son los principales aportes a la generacion de Ciencia y Tecnologia escritos en esta
investigacion?

- ¢ Cuéles son los aspectos claves a comprender para aplicar a la generacion de conocimiento universal?
-Escriba las principales conclusiones de la investigacion.

- ¢Cuéntos autores cuentan con becas del CONAHCYT? ;Cuéantos autores tienen beca PRODEP y
cuantos son de fuentes externas?

- ¢Cudntas citas generaron los autores del trabajo en el Gltimo afio?

- ¢ De qué instituciones provienen?

Instituciones Publicas Estatales

Instituciones Publicas Estatales con Apoyo Solidario

Universidades Tecnoldgicas y Politécnicas

Universidades Interculturales

Instituciones Privadas

- ¢Cuales son las palabras clave mas utilizadas?

Citacion: Apellidos, Nombre 1¢" Autor, Apellidos, Nombre 1°" Coautor, Apellidos, Nombre 2% Coautor y Apellidos, Nombre
3® Coautor. Afio de publicacion. Titulo del libro. [Paginas.] ECORFAN.

Correo electronico de contacto:

* =4 [ejemplo@ejemplo.org]

URL de la estanteria: https://www.ecorfan.org/books.php

ISBN XXX-XX-XXXXX-XX-X/© 2009 El Autor[es]. Publicado por ECORFAN-MEéxico,

S.C. para su Holding X en nombre del Libro X. Este es un libro de acceso abierto bajo la 00:... RE N I ECYT
5

licencia CC BY-NC-ND [http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/]

Soe’ .R'N | de Instituc
Revision por pares bajo la responsabilidad del Comité Cientifico MARVID®- en la .. epitro Hadonal de Imtlciones y

. - . L e P . .. . Empresas Cientificas y Tecnologicas
contribucion al Proceso de Revision por Pares cientifico, tecnol6gico y de innovacion

ECORFAN mediante la formacion de Recursos Humanos para la continuidad en el Anélisis Critico de
Mexico la Investigacion Internacional. I 702 902

ECORFAN® All rights reserved México — Bolivia — Spain — Ecuador — Cameroon — Colombia - Salvador -
Guatemala — Paraguay — Nicaragua — Peru - Democratic Republic of Congo — Taiwan



https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLSdJYaMTCwS7muuTa-B_CnAtCSkKzt19lkirAKG4u7umH9Nosg/viewform
https://access.clarivate.com/register?app=wos&alternative=true&shibShireURL=https:%2F%2Fwww.webofknowledge.com%2F%3Fauth%3DShibboleth&shibReturnURL=https:%2F%2Fwww.webofknowledge.com%2F&roaming=true
https://orcid.org/register
https://miic.conacyt.mx/generador-view-angular/index.html?application=CVU#/seleccionaTipoCuenta
https://ror.org/01p93h210
https://www.webofscience.com/wos/author/record/1125517
https://orcid.org/0000-0001-6442-4409
https://marvid.org/research_areas.php
https://doi.org/
https://www.ecorfan.org/books.php
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
https://www.marvid.org/

Instructions for Scientific, Technological and Innovation Publication

Resumen [En inglés]
Debe contener hasta 150 palabras

Resumen grafico [En inglés]

El titulo va aqui

Objetivos Metodologia Contribucién

Los autores deben proporcionar una imagen original que represente claramente el trabajo descrito en el
libro. Los resimenes graficos deben presentarse en un archivo aparte. Tenga en cuenta que, al igual que
cada articulo, debe ser Gnico.Tipo de archivo: los tipos de archivo son archivos de MS Office.No debe
incluirse ningun texto adicional, esquema o sinopsis. Cualquier texto o pie de foto debe formar parte del
archivo de imagen. No utilice espacios en blanco innecesarios ni un encabezado de "resumen grafico"
dentro del archivo de imagen.

Palabras clave [En inglés]
Indique 3 palabras clave en TNRoman y negrita No. 12

Resumen [En espariol]

Debe contener hasta 150 palabras

Resumen grafico [En espafiol]

El titulo va aqui

Objetivos Metodologia Contribuciéon
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Los autores deben proporcionar una imagen original que represente claramente el trabajo descrito en el
libro. Los resimenes graficos deben presentarse en un archivo aparte. Tenga en cuenta que, al igual que
cada articulo, debe ser Gnico.Tipo de archivo: los tipos de archivo son archivos de MS Office.No debe
incluirse ningun texto adicional, esquema o sinopsis. Cualquier texto o pie de foto debe formar parte del
archivo de imagen. No utilice espacios en blanco innecesarios ni un encabezado de "resumen grafico"
dentro del archivo de imagen.

Palabras clave [En espafiol]

Indique 3 palabras clave en TNRoman y negrita No. 12

Introduccion

Texto en TNRoman No.12, a espacio sencillo.

Explicacion general del tema y explicar por qué es importante.

¢ Cudl es su valor afiadido con respecto a otras técnicas?

Enfoque claramente cada una de sus caracteristicas

Explicar claramente el problema a resolver y la hipdtesis central.

Explicacion de las secciones del libro.

Desarrollo de los epigrafes y subepigrafes del libro con los nimeros subsiguientes

Productos en desarrollo No.12 TNRoman, interlineado sencillo.

Inclusion de figuras y tablas-Editable

En el contenido del Libro cualquier figura y tabla deben ser formatos editables que puedan cambiar de
tamafio, tipo y nimero de letras, a efectos de edicion, estas deben ser de alta calidad, no pixeladas y

deben ser apreciables incluso reduciendo la escala de la imagen.

[Indicando el titulo en la parte superior con el No.12 y TNRoman en Negrita].

Box

Table 1
Titulo [No deben ser imagenes: todo debe ser editable]

Fuente [en cursiva]
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Figura 1

Titulo [No deben ser imagenes: todo debe ser editable]
Fuente [en cursiva]

El méaximo de Box son 10 elementos

Para el uso de ecuaciones, anotadas como sigue:

liml lim! 1(-1) NE (0)2 _ r _ _
= m—\/llm—O—O—wc [1]

lim-1 lzm lim

Debe ser editable y el nmero debe estar alineado a la derecha.
Metodologia

Desarrollar dar el significado de las variables en la escritura lineal e importante es la comparacion de los
criterios utilizados.

Resultados

Los resultados seran por seccion del libro.

Conclusiones

Explicar claramente los resultados y las posibilidades de mejora.
Anexos

Tablas y fuentes adecuadas.

El estandar internacional es de 7 paginas minimo y maximo 14
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Declaraciones

Conflicto de intereses

Los autores declaran no tener ningun conflicto de intereses. No tienen intereses financieros o relaciones
personales que pudieran haber influido en este libro.

Contribucién de los autores

Especificar la contribucion de cada investigador en cada uno de los puntos desarrollados en esta
investigacion.

Prot-
Benoit-Pauleter, Gerard: Contributed to the project idea, research method and technique.

Disponibilidad de datos y materiales

Indique la disponibilidad de los datos obtenidos en esta investigacion.
Financiacion

Indicar si la investigacion recibid algun tipo de financiacion.
Agradecimientos

Indicar si fueron financiados por alguna institucion, Universidad o empresa.
Abreviaturas

Enumere las abreviaturas por orden alfabético.

ANN Artificial Neural Network

Referencias

Utilizar el sistema APA. No debe ir numerado, ni con vifietas, sin embargo si es necesario la numeracion
seré porque se hace referencia 0 mencion en alguna parte del Libro.

Utilice el alfabeto romano, todas las referencias que haya utilizado deben estar en alfabeto romano,
incluso si ha citado un libro en cualquiera de los idiomas oficiales de las Naciones Unidas [inglés, francés,
aleman, chino, ruso, portugués, italiano, espafiol, arabe], debe escribir la referencia en alfabeto romano
y no en cualquiera de los idiomas oficiales.

Las citas se clasifican en las siguientes categorias:

Antecedentes. La cita se debe a una investigacién publicada anteriormente y orienta el documento que
cita dentro de un &rea académica determinada.

Bésicos. La cita tiene por objeto informar sobre conjuntos de datos, métodos, conceptos e ideas en los
que los autores del documento que cita basan su trabajo.

Soporte. El articulo que cita informa de resultados similares. También puede referirse a similitudes en
la metodologia o, en algunos casos, a la reproduccion de resultados.
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Diferencias. ElI documento que cita informa mediante una cita de que ha obtenido resultados diferentes
a los obtenidos en el documento citado. También puede referirse a diferencias en la metodologia o a
diferencias en el tamafio de las muestras que afectan a los resultados.

Discusiones. El articulo citante cita otro estudio porque proporciona una discusion mas detallada sobre
el tema tratado.

La URL del recurso se activa en el DOI o en el titulo del recurso.

Prot-
Mandelbrot, B. B. [2020]. Negative dimensions and Holders, multifractals and their Hélder spectra, and
the role of lateral preasymptotics in science.Journal of Fourier Analysis and Applications Special. 409-
432.

Requisitos de Propiedad Intelectual para la edicion:

Firma auténtica en color del Formato de Originalidad de Autor y Coautores.

Firma auténtica en color del Formato de Aceptacion de Autor y Coautores.

Firma auténtica en color del Formato de Conflicto de Intereses de Autor y Coautores.
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Reserva a la Politica Editorial

ECORFAN Books se reserva el derecho de hacer los cambios editoriales requeridos para adecuar la Obra
Cientifica a la Politica Editorial del ECORFAN Books. Una vez aceptada la Obra Cientifica en su
version final, el ECORFAN Books enviard al autor las pruebas para su revision. ECORFAN®
Unicamente aceptara la correccion de erratas y errores u omisiones provenientes del proceso de edicion
de la revista reservandose en su totalidad los derechos de autor y difusion de contenido. No se aceptaran
supresiones, sustituciones o afiadidos que alteren la formacién de la Obra Cientifica.

Cadigo de Etica — Buenas Practicas y Declaratoria de Solucién a Conflictos Editoriales

Declaracion de Originalidad y caracter inédito de la Obra Cientifica, de Autoria, sobre la obtencion de
datos e interpretacion de resultados, Agradecimientos, Conflicto de intereses, Cesion de derechos y
distribucion.

La Direccion de ECORFAN-Meéxico, S.C reivindica a los Autores de la Obra Cientifica que su contenido
debe ser original, inédito y de contenido Cientifico, Tecnoldgico y de Innovacion para someterlo a
evaluacion.

Los Autores firmantes de la Obra Cientifica deben ser los mismos que han contribuido a su concepcion,
realizacion y desarrollo, asi como a la obtencién de los datos, la interpretacion de los resultados, su
redaccion y revision. EI Autor de correspondencia de la Obra Cientifica propuesto requisitara el
formulario que sigue a continuacion.

Titulo de la Obra Cientifica:

- El envio de una Obra Cientifica a ECORFAN Books emana el compromiso del autor de no
someterlo de manera simultdnea a la consideracion de otras publicaciones seriadas para ello
deberd complementar el Formato de Originalidad para su Obra Cientifica, salvo que sea
rechazado por el Comité de Arbitraje, podra ser retirado.

- Ninguno de los datos presentados en esta Obra Cientifica ha sido plagiado 6 inventado. Los datos
originales se distinguen claramente de los ya publicados. Y se tiene conocimiento del testeo en
PLAGSCAN si se detecta un nivel de plagio Positivo no se procederé a arbitrar.

- Se citan las referencias en las que se basa la informacién contenida en la Obra Cientifica, asi
como las teorias y los datos procedentes de otras Obras Cientificas previamente publicados.

- Los autores firman el Formato de Autorizacion para que su Obra Cientifica se difunda por los
medios que ECORFAN-México, S.C. en su Holding México considere pertinentes para
divulgacion y difusion de su Obra Cientifica cediendo sus Derechos de Obra Cientifica.

- Se ha obtenido el consentimiento de quienes han aportado datos no publicados obtenidos
mediante comunicacion verbal o escrita, y se identifican adecuadamente dicha comunicacion y
autoria.

- El Autor y Co-Autores que firman este trabajo han participado en su planificacion, disefio y
ejecucidn, asi como en la interpretacion de los resultados. Asimismo, revisaron criticamente el
trabajo, aprobaron su version final y estan de acuerdo con su publicacion.

- No se ha omitido ninguna firma responsable del trabajo y se satisfacen los criterios de Autoria
Cientifica.

- Los resultados de esta Obra Cientifica se han interpretado objetivamente. Cualquier resultado
contrario al punto de vista de quienes firman se expone y discute en la Obra Cientifica.



Copyright y Acceso

La publicacion de esta Obra Cientifica supone la cesion del copyright a ECORFAN-Mexico, S.C en su
Holding México para su ECORFAN Books, que se reserva el derecho a distribuir en la Web la versién
publicada de la Obra Cientifica y la puesta a disposicion de la Obra Cientifica en este formato supone
para sus Autores el cumplimiento de lo establecido en la Ley de Ciencia y Tecnologia de los Estados
Unidos Mexicanos, en lo relativo a la obligatoriedad de permitir el acceso a los resultados de
Investigaciones Cientificas.

Titulo de la Obra Cientifica:

Nombre y apellidos del Autor de contacto y de los Coautores Firma

HlwNE

Principios de Etica y Declaratoria de Solucion a Conflictos Editoriales
Responsabilidades del Editor

El Editor se compromete a garantizar la confidencialidad del proceso de evaluacién, no podra revelar a
los Arbitros la identidad de los Autores, tampoco podra revelar la identidad de los Arbitros en ningln
momento.

El Editor asume la responsabilidad de informar debidamente al Autor la fase del proceso editorial en que
se encuentra el texto enviado, asi como de las resoluciones del arbitraje a Doble Ciego.

El Editor debe evaluar los manuscritos y su contenido intelectual sin distincion de raza, género,
orientacion sexual, creencias religiosas, origen étnico, nacionalidad, o la filosofia politica de los Autores.

El Editor y su equipo de edicion de los Holdings de ECORFAN® no divulgaran ninguna informacién
sobre la Obra Cientifica enviado a cualquier persona que no sea el Autor correspondiente.

El Editor debe tomar decisiones justas e imparciales y garantizar un proceso de arbitraje por pares justa.
Responsabilidades del Consejo Editorial

La descripcion de los procesos de revision por pares es dado a conocer por el Consejo Editorial con el
fin de que los Autores conozcan cudles son los criterios de evaluacion y estara siempre dispuesto a
justificar cualquier controversia en el proceso de evaluacion. En caso de Deteccion de Plagio a la Obra
Cientifica el Comiteé notifica a los Autores por Violacion al Derecho de Autoria Cientifica, Tecnologica
y de Innovacion.

Responsabilidades del Comité Arbitral

Los Arbitros se comprometen a notificar sobre cualquier conducta no ética por parte de los Autores y
sefialar toda la informacion que pueda ser motivo para rechazar la publicacion de la Obra Cientifica.
Ademas, deben comprometerse a mantener de manera confidencial la informacién relacionada con la
Obra Cientifica que evalGan.

Cualquier manuscrito recibido para su arbitraje debe ser tratado como documento confidencial, no se
debe mostrar o discutir con otros expertos, excepto con autorizacion del Editor.

Los Arbitros se deben conducir de manera objetiva, toda critica personal al Autor es inapropiada.

Los Arbitros deben expresar sus puntos de vista con claridad y con argumentos validos que contribuyan
al que hacer Cientifico, Tecnoldgica y de Innovacion del Autor.



Los Arbitros no deben evaluar los manuscritos en los que tienen conflictos de intereses y que se hayan
notificado al Editor antes de someter la Obra Cientifica a evaluacion.

Responsabilidades de los Autores

Los Autores deben garantizar que sus Obras Cientificas son producto de su trabajo original y que los
datos han sido obtenidos de manera ética.

Los Autores deben garantizar no han sido previamente publicados o que no estén siendo considerados en
otra publicacion seriada.

Los Autores deben seguir estrictamente las normas para la publicacion de Obra Cientifica definidas por
el Consejo Editorial.

Los Autores deben considerar que el plagio en todas sus formas constituye una conducta no ética editorial
y es inaceptable, en consecuencia, cualquier manuscrito que incurra en plagio serd eliminado y no
considerado para su publicacion.

Los Autores deben citar las publicaciones que han sido influyentes en la naturaleza de la Obra Cientifica
presentado a arbitraje.
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