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SECRETARIA DE SALUD

PROYECTO de Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-210-SSA1-2013, Productos y servicios. Métodos de prueba
microbiolégicos. Determinacion de microorganismos indicadores. Determinacion de microorganismos patogenos y
toxinas microbianas.

Al margen un sello con el Escudo Nacional, que dice: Estados Unidos Mexicanos.- Secretaria de Salud.

MIKEL ANDONI ARRIOLA PENALOSA, Presidente del Comité Consultivo Nacional de Normalizacion de
Regulacién y Fomento Sanitario, con fundamento en los articulos 39, fraccion XXI, de la Ley Organica de la
Administracion Publica Federal; 40., de la Ley Federal de Procedimiento Administrativo; 3o., fracciones XXIl y
XXIV, 13, apartado A), fracciones | y Il, 17 Bis, 194, fraccién |, 195, 197, 199 y 214, de la Ley General de
Salud; 38, fraccion I, 40, fracciones |, Ill, VII, XI y XIll, 41, 47, fraccion | y 52, de la Ley Federal sobre
Metrologia y Normalizacion; 28 y 33, del Reglamento de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion; 4o0.,
15 y Quinto Transitorio, del Reglamento de Control Sanitario de Productos y Servicios; 20., Apartado C,
fraccion X y 36, del Reglamento Interior de la Secretaria de Salud, y 3, fracciones |, literal s) y Il, y 10,
fracciones IV y VIII, del Reglamento de la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios; he
tenido a bien ordenar la publicaciéon en el Diario Oficial de la Federacién del Proyecto de Norma Oficial
Mexicana PROY-NOM-210-SSA1-2013, Productos y servicios. Métodos de prueba microbioldgicos.
Determinacion de microorganismos indicadores. Determinacion de microorganismos patégenos y toxinas
microbianas.

El presente proyecto se publica a efecto de que los interesados, dentro de los siguientes 60 dias naturales,
contados a partir de la fecha de su publicacién, presenten sus comentarios por escrito, en idioma espafol y
con el sustento técnico suficiente ante el Comité Consultivo Nacional de Normalizacién de Regulacion y
Fomento Sanitario, sito en Oklahoma No. 14, colonia Napoles, Delegacion Benito Juarez, cédigo postal
03810, México, Distrito Federal, teléfono 5080 5200, extensién 1333, fax 5511 1499, correo electronico
rfs@cofepris.gob.mx.

Durante el plazo mencionado, los documentos que sirvieron de base para la elaboracion del proyecto
estaran a disposicion del publico para su consulta en el domicilio del Comité.

PREFACIO
En la elaboracion de la presente norma participaron las siguientes Instituciones y Organismos.
SECRETARIA DE SALUD.
Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios.
RED NACIONAL DE LABORATORIOS DE SALUD PUBLICA.
Laboratorio de Analisis de Riesgo del Distrito Federal.
Laboratorio Estatal de Salud Publica del Estado de Chiapas.
Laboratorio Estatal de Salud Publica de Tamaulipas.
Laboratorio Estatal de Salud Publica Coahuila.
Laboratorio Estatal de Salud Publica de Jalisco.
Laboratorio Estatal de Salud Publica de Tlaxcala.
Laboratorio Estatal de Salud Publica de Nayarit.
Laboratorio Estatal de Salud Publica de Sonora.
Laboratorio Estatal de Salud Publica de Sinaloa.
SERVICIOS DE SALUD DEL ESTADO DE PUEBLA.

Subdireccion de Servicios Auxiliares de Diagndstico y Tratamiento de los Servicios de Salud del Estado de
Puebla.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO.
Facultad de Quimica.
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL.

Laboratorio de Investigacion y Asistencia Técnica de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON.

Facultad de Ciencias Bioldgicas.

CAMARA NACIONAL DE LA INDUSTRIA DE LA LECHE.
Organismo Nacional de Normalizacién de Productos Lacteos, A.C.
RED DE TERCEROS AUTORIZADOS.

Analysis & Research Lab, S.A. de C.V.

Laboratorio de Especialidades Inmunolégicas, S.A. de C.V.
Centro de Capacitacion en Calidad Sanitaria, S.A. de C.V.
Centro Estatal de Laboratorios.

Laboratorios Valdés, S.A. de C.V.

Grupo Cencon Centro de Control, S.A. de C.V.

Centro de Diagnéstico Microbiolégico, S.A. de C.V.

Microlab Industrial, S.A. de C.V.

Silliker México, S.A. de C.V. Unidad Querétaro.

Laboratorio Quibimex, S.A. de C.V.

Laboratorios de Especialidades Inmunolégicas, S.A. de C.V.
Laboratorio de Control de Calidad de Aguas, Bebidas y Alimentos.
Laboratorio de Bioguimica y Genética de Microorganismos.
Laboratorio Bio-Tekax.

Laboratorios del Sureste Cencon-Bagin, S.A. de C.V.

Centro de Control Total de Calidades, S.A. de C.V.
Laboratorio Industrial de Control para Alimentos, S.A. de C.V.
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Apéndice Normativo F. Método aprobado para la determinacion de Enterococos fecales en agua técnica
de filtraciéon por membrana.

Apéndice Normativo G. Método aprobado para el monitoreo de Enterococos fecales recomendado para
el monitoreo de aguas para uso recreativo.

Apéndice Normativo H. Método aprobado para la estimacion de la densidad de Coliformes Fecales y
Escherichia coli por la técnica del nUmero mas probable presentes en muestras de alimentos para consumo
humano y agua.

Apéndice normativo |. Método aprobado para la estimacion de la densidad de Escherichia coli por la
técnica del nUmero mas probable, para productos de la pesca.

1. Objetivo y campo de aplicacion.

1.1. Esta Norma tiene por objeto establecer los métodos generales de prueba y alternativos para la
determinacién de los siguientes indicadores microbianos y patdgenos en alimentos y agua para uso y
consumo humano que no cuentan con una norma especifica de producto:

e  Salmonella spp.

- Apéndice Normativo A.
e  Staphylococus aureus.

- Apéndice Normativo B.
e  Listeria monocitogenes

- Apéndice Normativo C.
e  Enterococos.

- Apéndice Normativo D.

- Apéndice Normativo E.

- Apéndice Normativo F.

- Apéndice Normativo G.
e  Coliformes.

- Apéndice Normativo H.
e  Escherichia coli.

- Apéndice Normativo H.

- Apéndice Normativo I.

1.2. Esta Norma es de observancia obligatoria en el territorio nacional para las personas fisicas 0 morales
que se dedican a efectuar los métodos a que se refiere el numeral anterior en alimentos para consumo
nacional o de importacion.

2. Referencias.
2.1. Norma Oficial Mexicana NOM-008-SCFI-2002. Sistema General de Unidades de Medida.

2.2. Norma Mexicana NMX-EC-17025-IMNC-2006. Requisitos generales para la competencia de los
laboratorios de ensayo y de calibracion.

3. Definiciones.
Para fines de esta Norma se entiende por:

3.1. Clostridium botulinum: al bacilo Gram positivo, anaerobio y formador de esporas, productor de una
potente neurotoxina. Segun la especificidad antigénica de la toxina producida por cada cepa, se conocen siete
tipos diferentes: A, B, C, D, E, Fy G.

3.2. Coliformes: a los bacilos Gram negativos, no esporulados, aerobios o anaerobios facultativos que a
32-35°C fermentan la lactosa con formacién de acido y gas en un tiempo no mayor a 48 h.

3.3. Coliformes fecales: a los bacilos cortos Gram negativos, anaerobios facultativos, que fermentan la
lactosa con produccién de acido y de gas a 45,5 £ 0,2°C en 24 a 48 h.
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3.4. Escherichia coli: al microorganismo que esta presente en el intestino del hombre y animales de
sangre caliente, por lo que su presencia en una muestra de alimento no es deseable. Este microorganismo es
miembro de la familia Enterobacteriaceae que incluye diferentes géneros de interés sanitario (Salmonella,
Shigella y Yersinia, entre otras). La mayoria de los aislamientos de E. coli no son considerados como
patégenos aunque pueden causar severas infecciones en personas inmunocomprometidas, en nifios
pequefios y ancianos. Ciertas cepas al ser ingeridas, pueden causar enfermedades gastrointestinales en
individuos sanos. Produce &cido en agar que contenga 5-bromo-4-cloro-3-indol-p-D glucuronido y es -
glucuronidasa positivo incubado a 44+1°C por 22 +1°C.

3.5. Enterococos intestinales: al subgrupo de los Streptococcus que incluye Enterococcus faecalis, E.
faecium, Enterococcus durans y Enterococcus hirae. Son cadenas cortas o en pares de cocos Gram positivos,
anaerobios facultativos, inméviles, catalasa negativos. Al desarrollarse en los medios adecuados son capaces
de reducir el 2, 3, 5- trifeniltetrazolio e hidrolizar la esculina a 44°C.

3.6. Colonias: al agrupamiento de células en forma de masas visibles, en un medio sélido que provienen
tedricamente de una sola célula.

3.7. Dilucién primaria: a la solucion, suspensién 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.

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

3.9. Hemdlisis: a la zona transparente alrededor de la colonia debida a la lisis total del eritrocito.

3.10. Levaduras: a los microorganismos cuya forma dominante de crecimiento es unicelular, no suelen
formar filamentos. Poseen un nudcleo definido y se multiplican por reproduccion sexual o asexual, por
gemacion o por fisién transversal. La reproduccion sexual cuando ocurre, es por medio de ascosporas
contenidas en un saco o asca. Tipicamente exhiben forma oval y algunas especies son cromoégenas.

3.11. Listeria monocytogenes: al bacilo corto, Gram positivo, no esporulado, movil, aerobio facultativos,
3-hemolitico, catalasa positivo, oxidasa negativo, capaz de crecer en condiciones de microaerofilia.

3.12. Métodos de referencia: a los métodos utilizados en casos de controversia nacional o internacional y
en ausencia de un método aprobado.

3.13. Métodos aprobados: a los métodos que pueden emplearse para fines de control, inspeccion,
reglamentacion o por un programa especifico y para decisiones para la proteccion contra riesgos sanitarios.

3.14. Métodos alternativos aprobados: a los métodos que se encuentran referidos en las referencias
internacionales como AOAC Internacional, AFNOR, ISO, FDA, CODEX, entre otras y que cuentan con
validacion internacional y verificacion en el laboratorio de prueba, sélo pueden ser usados en el analisis del
producto para el cual fue validado.

3.15. Mesofilico aerobio: al microorganismo capaz de crecer en presencia de oxigeno y cuya temperatura
6ptima de crecimiento se encuentra entre los 20 y 37°C.

3.16. Mohos: al grupo de hongos microscopicos; organismos pertenecientes al reino Fungi, que se
caracterizan por estar formados de una 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 0 no, las paredes celulares pueden ser de queratina, celulosa o manana.
Crecen formando colonias en un medio selectivo a 25-28°C.

3.17. Micrococus: al género de bacterias Gram-positivas con células esféricas de diametro comprendido
entre 0,5 y 3 micrémetros que tipicamente aparecen en tétradas. Micrococcus tiene una gruesa pared celular
que puede abarcar tanto como el 50% del materia celular. Su genoma es rico en guanina y citosina (GC),
tipicamente en porcentaje del 65 al 75% de contenido Guanin-Citocina.

3.18. Muestra: al numero 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.

3.19. Patégeno: al microorganismo capaz de producir una enfermedad.

3.20. Psicrofilico: al microorganismo que exhibe una temperatura éptima de crecimiento a 5-7°C como
maximo. Tiene la capacidad de crecer a 0°C.
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3.21. Psicrotréfico: al microorganismo que exhibe una temperatura 6ptima de crecimiento inferior a 20°C,
pero que puede desarrollarse a temperaturas de refrigeracion.

3.22. Salmonella spp: al bacilo Gram negativo, aerobio o anaerobio facultativo, no esporulado,
generalmente lactosa negativo y méviles. Es una bacteria patégena para el hombre y algunos animales.

3.23. Staphylococcus aureus: a los cocos de 0,8 a 1,2um, Gram positivo, anaerobio facultativo, no
esporulado, inmovil, catalasa positivo, capaz de producir toxinas y otras enzimas relacionadas con su
patogenicidad.

3.24. Temperatura Ambiental: a la que oscila entre 18°C y 27°C.

3.25. Termofilico aerobio: al microorganismo capaz de crecer en presencia de oxigeno y cuya
temperatura éptima de crecimiento se encuentra por encima de los 50°C.

3.26. Toxina: a la sustancia productora de efectos toxicos secretada por las bacterias patdgenas.

3.27. Unidades Formadoras de Colonias: al término que se utiliza para reportar la cuenta de colonias en
placa, presuponiendo que cada colonia proviene de un solo microorganismo.

3.28. Vibrio cholerae: al bacilo Gram negativo, curvo, movil, no esporulado, anaerobio facultativo, oxidasa
positivo.

4. Simbolos y abreviaturas.

Cuando en esta Norma se haga referencia a los siguientes simbolos y abreviaturas se entiende por:

ABE

Agar Bilis Esculina.

ADN Acido desoxirribonucleico.

ASB Agar Sulfito de Bismuto.

ASPE Agar Selectivo para Enterococos Pfizer.

AST Agar Soya Tripticasa.

ATCC Por sus siglas en inglés American Type Culture Collection.

AOAC Internacional Por sus siglas en inglés Association of Analytical Communities.
AFNOR Por sus siglas en francés Association Frangaise de Normalisation.
R Beta.

BHI Caldo Infusion Cerebro Corazén.

Caldo A-1 Caldo de pre enriquecimiento para coliformes.

Caldo fraser

Caldo freser medio

Caldo pre-enriquecimiento selectivo secundario.

Caldo pre-enriquecimiento selectivo primario.

CCAyAC Comision de Control Analitico y Ampliacion de Cobertura.

CENAM Centro Nacional de Metrologia.

cm centimetro.

CIP Por sus siglas en inglés Culture International Production.

CODEX Por sus siglas en inglés Codex Alimentarius, Internacional Food
Standards.

COFEPRIS Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios.

CST Caldo Soya Tripticaseina.

CTSYE Caldo Triptona Soya con Extracto de Levadura.

°C grados Celsius.

° grados.

EC Caldo E. coli.

E. coli Escherichia coli.
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E. faecalis
E. faecium
EH

EDTA
EMB-L
FDA

9

GUD

h

ISO

ICMSF

IMViC
1/d
KOH

+

v

A

LIA

L. monocytogenes
L. innocua
L. ivanovii
pm

mL

mm

min
MKTTn

M

MMGB
MUG

MU

NaCl

Nm
NCTC

N

NMP
ONPG
PALCAM
PBS

RM

Enterococcus faecalis.

Enterococcus fecalis.

Agar Entérico de Hektoen.

Acido etilendiaminotetraacético

Agar Azul de Metileno de Levin.

Por sus siglas en inglés Foods and Drugs Administration.
gramos

beta-glucuronidasa.

hora.

Por sus siglas en inglés International Organization

Standardization.

Por sus siglas en inglés International Commission

Microbiological Specifications for Foods.

Indol, Rojo de metilo, voges Proskauer, citrato.
Inverso de la dilucion.

Hidréxido de Potasio.

Litro.

mas menos.

mayor.

Menor.

Agar hierro y lisina.

Listeria monocytogenes.

Listeria innocua.

Listeria ivanovii.

micrometro.

mililitro.

milimetro.

minuto.

Caldo de Muller-Kauffmann tetrationato novobiocina.
molar.

Caldo Glutamato con Minerales Modificado.
4-metilumbelliferyl-beta-D-glucurdnido.
4-metilumbelliferona.

Cloruro de Sodio.

nanoémetro.

Por sus siglas en inglés National Culture Type Collection.
Normal.

Numero Més Probable.

O-Nitrofenil 3-D-galactopiranosido.

Medio PALCAM para determinar Listeria.
Solucién Salina fosfatada amortiguda.

Rojo metilo.

for

on
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TBGA Agar bilis glucuronido.

TSI Agar triple azucar y Hierro.

TSYA Agar triptona soya con extracto de levadura.
/ por.

% por ciento.

pH potencial de Hidrégeno.

R. Equi Rhodococus equi.

Rpm Revoluciones por minuto.

RVS Medio de Rappaport-Vassiliadis con soya.
S. auresus Staphylococcus aureus.

S. epidermidis Staphylococcus epidermidis.

seg segundo.

spp especies plurales.

X signo de multiplicacion.

XLD Agar Xilosa Lisina Desoxicolato.

UFC Unidades Formadoras de Colonias.

uv Ultravioleta.

VP Voges — Proskauer.

5. Consideraciones Generales.

5.1. Los laboratorios de prueba que realicen estas determinaciones o analisis deberan cumplir con los
requisitos establecidos en la NMX-EC-17025-IMNC-2006 o su version vigente.

5.2. Para obtener resultados reproducibles y por lo tanto significativos, es de suma importancia seguir
fielmente y controlar cuidadosamente las condiciones en que se llevan a cabo estos métodos.

5.3. Para aquellos casos en los que las personas fisicas 0 morales que soliciten la aprobacién de los
métodos que utilicen para fines de control, inspeccion o programa especifico, la COFEPRIS, emitira la
autorizacion correspondiente en términos de las disposiciones juridicas aplicables y conforme a lo dispuesto
en las “Guias para la aprobacion de métodos alternativos”, disponibles para su consulta en el portal de
internet http://www.cofepris.gob.mx.

6. Equipos.

6.1. Todos los equipos deberan estar incluidos en un programa de calibracion, verificacion mantenimiento,
de acuerdo a las caracteristicas del equipo.

6.2. Los potenciometros deben tener una precision de verificaciéon minima de + 0,1 pH a 20°C — 25°C.
Deben verificarse el dia de uso con soluciones Buffer trazables al CENAM.

6.3. Las balanzas deberan ser verificadas el dia de uso utilizando un marco de pesas calibrado o
verificado.

6.4. Los equipos para incubacion tales como incubadoras y bafios de agua, deberan demostrar que
pueden trabajar a los intervalos de temperatura indicados en los métodos, mediante un estudio de
distribucion, muestreando diferentes puntos de la cdmara, durante un tiempo determinado, que asegure las
condiciones de incubacion de la prueba.

6.5. Cuando se indique el uso de un termémetro éste debera estar dentro de un programa de calibracion y
verificacion vigente.

6.6. Las autoclaves y hornos, que se utilicen para la esterilizacion de material y medios de cultivo, deberan
contar con instrumentos de medicion calibrados. Cada ciclo de esterilizacion debe estar controlado
paramétricamente (temperatura y presién) y con indicadores biolégicos o contar con un programa de
monitoreo con indicadores bioldgicos, considerando la frecuencia de uso y las condiciones de mantenimiento.
Como con indicadores biologicos. Es recomendable que el laboratorio cuente con ciclos de esterilizacion
validados, con el propdsito de demostrar la distribucion y la penetracion del calor.



Lunes 6 de mayo de 2013 DIARIO OFICIAL (Segunda Seccién)

6.7. Los equipos de incubacién deberan contar con termometros calibrados con division minima de la
mitad de la variacion permitida al equipo, por ejemplo cuando se indique un variacion de +/- 1°C, el
termometro debera tener un division minima de 0.5°C.

6.8. La calibracion de los equipos debera ser trazable a un patrén nacional (CENAM).
7. Medios de Cultivo.

7.1. Todos los medios de cultivo deberan usarse hasta haber aprobado el control de calidad adecuado
para su uso, con excepcion de los medios de cultivo que tengan como restriccion el tiempo de uso, en esos
casos los resultados del andlisis no podran ser emitidos hasta haber completado el control de calidad de los
medios de cultivo.

7.2. Pueden utilizarse medios de cultivo preparados en el laboratorio por ingrediente, medios de cultivo
preparados en polvo o listos para su uso, siempre que éstos cumplan con la Formulacién descrita en el
método.

7.3. Debe realizarse control de calidad lote a lote de preparacion. Como referencia para el control de
calidad de los medios de cultivo pueden utilizarse las normas internacionales ISO 11133-1 e ISO 11133-2, los
procedimientos recomendados por el fabricante o conforme a lo dispuesto en las “Guias para la evaluacién de
medios de cultivo para analisis microbiolégicos”, disponibles para su consulta en el portal de Internet
http://www.cofepris.gob.mx. Para los medios de cultivo preparados el control de calidad debe realizarse por
cada remision entregada.

7.4. Los reactivos a emplear en el método objeto de esta Norma deben ser grado analitico.
8. Cepas de referencia.

8.1. Las cepas control utilizadas deberan demostrar trazabilidad a una coleccion de microorganismos
reconocida y debera demostrar la pureza y viabilidad de las mismas.

9. Concordancia con normas internacionales.
Esta Norma es totalmente equivalente con las siguientes normas internacionales.

9.1. International Standard ISO 16649-3. Microbiological of food and animal feeding stuffs. Horizontal
method for the enumation of B —glucuronidasa Escherichia coli positive. Part 3 number technique using 5-
bromo-4-choloro -3-indolyl —B-Dglucuronido. First edition (2005).

9.2. International Standard ISO 7899-2 Water quality. Detection and enumeration of intestinal enterococci.
Part 2: Membrane filtration method. (04-2000).

9.3. International Standard ISO 8199 Water quality. General guidance on the enumeration of micro-
organisms by cultura. (06-2005).

9.4. International Standard ISO 11290 Microbiology of food and animal feeding stuffs -- Horizontal method
for the detection and enumeration of Listeria monocytogenes. Part 1: Detection method. 1th Edition (1996).

9.5. International Standard ISO 6888. Microbiology — General guidance for enumeration of Staphylococcus
aureus — colony count technique, 1th edition (05-1983).

9.6. International Standard ISO 6579 Microbiology of food and animal feeding stuffs — horizontal method for
the detection of Salmonella spp. 4th edition (2002).

10. Bibliografia.

10.1. American Public Health Association. Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater. 21t edition. Washington DC. (2005).

10.2. Peter Feng, Stephen D. Weagant, Michael A. Grant. Bacteriological Analytical Manual, Chapter 4,
Enumeration of Escherichia coli and the Coliform Bacteria, marzo 2012.
http://www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods/BacteriologicalAnalyticalManualBAM/
default.htm.

10.3. American Public Health Association. Compendium of methods for the microbiological examination of
foods. 4t edition Washington DC. (2001).

10.4. American Public Health Association. Recommended Procedures for the Examination of Seawater and
shellfish. 4" edition. Washington DC. (1970).

10.5. American Public Health Association. Standard Methods for the Examination of Dairy Products. 16%
edition. Washington DC. (1992).
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10.6. American Public Health Association. Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater. 20" edition. Washington DC. (1998).

10.7. Food and Agriculture Organization of the United Nations. Manual of Food Quality Control
Microbiological Analysis. 4 revisions (1992).

10.8. AOAC Official Methods of Analysis. Microbiological Methods. Capitulo 17. 18 ° Edicion, (1995).
10.9. AOAC Official Methods of Analysis. Microbiological Methods. Capitulo 17. 18 ° Edicién, (2007).

10.10. MacFadin. Pruebas bioquimicas para la identificacion de bacterias de importancia clinica. Editorial
Panamericana (2002).

10.11. American Public Health Association Standard Methods For the examination Of Water & Wastewater,
Membrane Filter Techniques. 21" edition. Washington DC. (2005).
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11. Vigilancia de la norma.

La vigilancia del cumplimiento de esta Norma corresponde a la Secretaria de Salud, a través de la
Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios y a los gobiernos de las Entidades
Federativas, en el ambito de sus respectivas competencias.

12. Vigencia.

Esta Norma entrara en vigor a los 180 dias naturales contados a partir del dia siguiente de su publicacién
en el Diario Oficial de la Federacion.

TRANSITORIOS

PRIMERO.- La entrada en vigor de la presente Norma deja sin efectos la Norma Oficial Mexicana NOM-
143-SSA1-1995, Bienes y servicios. Método de prueba microbiolégico para alimentos. Determinacion de
Listeria monocytogenes, publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 19 de noviembre de 1997.

SEGUNDO.- La entrada en vigor de la presente Norma deja sin efectos el Proyecto de Norma Oficial
Mexicana PROY-NOM-210-SSA1-2002, Productos y servicios. Métodos de prueba microbiolégicos.
Determinacién de microorganismos indicadores. Determinacion de microorganismos patégenos y toxinas
microbianas, publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 10 de septiembre de 2003.

Sufragio Efectivo. No Reeleccion.

México, D.F., a 23 de abril de 2013.- EI Comisionado Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
y Presidente del Comité Consultivo Nacional de Normalizacion de Regulacion y Fomento Sanitario, Mikel
Andoni Arriola Pefialosa.- Rubrica.
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13. Apéndices.
Apéndice Normativo A.
Método de referencia para el aislamiento de Salmonella spp.

Este método es aplicable para la deteccion de Salmonella spp en productos para consumo humano, asi
como de 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.

A.1. INTRODUCCION.

Los miembros del género Salmonella han sido muy estudiados como patégenos cuando se encuentran
presentes en los alimentos. El control de este microorganismo depende en cierta medida del método analitico
utilizado para su deteccion.

Este microorganismo fue inicialmente identificado en muestras clinicas y los métodos empleados para
estos casos se adaptaron posteriormente para su deteccion en alimentos. Las modificaciones a los métodos
consideraron dos aspectos principales, el primero es el debilitamiento o dafio a las células bacterianas
presentes en un alimento debido al proceso a que esta sujeto (por ejemplo: tratamiento térmico, secado, etc.)
y segundo, la variabilidad inherente a la naturaleza del producto bajo estudio.

La determinacién de la presencia o ausencia de Salmonella spp, en cierta cantidad de masa o volumen
especifico de producto, se lleva a cabo acorde a lo descrito en el presente método, requiriendo 4 etapas
sucesivas. Las cuales son:

- Etapa de pre-enriquecimiento,

- Enriquecimiento selectivo,

- Aislamiento en medios de cultivos selectivos y diferenciales; y

- Identificacion bioquimica y confirmacion seroldgica de los microorganismos.

Nota: Salmonella puede presentarse en pequefios niumeros y en algunas ocasiones ir acompafada de una
gran carga microbiana de otras enterobacterias u otras familias. Es por lo que se hace necesario el pre-
enriquecimiento para permitir la deteccion de un nimero bajo y/o células estresadas de Salmonella spp.

A.2. EQUIPO.

A.2.1. Aparato de esterilizacion de calor humedo y calor seco.

A.2.2. Incubadora capaz de operar a 37°C = 1°C.

A.2.3. Bafio de agua capaz de operar a 41,5°C £ 1°C o incubadora capaz de trabajar a 41,5°C + 1°C.
A.2.4. Bafio de agua capaz de operar a 45°C £ 2°C.

A.2.5. Bafio de agua capaz de operar a 37°C = 1°C.

A.2.6. Potenciometro.

A.2.7. Balanza granataria con sensibilidad de 0,1g verificada el dia de uso.

A.2.8. Homogeneizador peristaltico o licuadora de una o dos velocidades controladas por un reéstato, con
vasos esterilizables (vidrio o aluminio).

A.3. MATERIALES.
A.3.1. Asa de platino o niquel de aprox. 3mm de diametro o 10ul.

A.3.2. Pipetas graduadas o pipetas automaticas, de diferentes capacidades 10mL, 5mL, graduadas
respectivamente en divisiones de 0.5mL y 0.1mL protegidas con tap6n de algodén.

A.3.3. Pipetas de 1mL, con graduaciones de 0.1mL o micropipetas calibradas y verificadas.
A.3.4. Matraces Erlenmeyer de 500mL y/o capacidad apropiada.

A.3.5. Cajas Petri estériles de vidrio o desechables de didmetro 15mm x 100mm y/o de un diametro mayor
140mm.

A.3.6. Cucharas, bisturies, cuchillos y pinzas.

A.3.7. Tubos de ensaye de 16 x 150mm y de 20 x 100mm o de capacidades adecuadas.
A.3.8. Gradillas para tubos de ensaye.

A.3.9. Mecheros Bunsen o Fisher.

Nota: El material desechable puede utilizarse como alternativa aceptable a la cristaleria reutilizable si
cumple las especificaciones adecuadas.



(Segunda Seccién) DIARIO OFICIAL Lunes 6 de mayo de 2013

A.4. MEDIOS DE CULTIVO.

A.4.1. Agua Peptonada amortiguada.

A.4.2. RVS.

A.4.3. MKTTn.

A.4.4. XLD.

A.4.5. EH.

A.4.6. ASB.

A.4.7. Agar Verde Brillante.

A.4.8. Agar nutritivo.

A.49.TSI.

A.4.10. LIA.

A.4.11. Agar Urea de Christensen.

A.4.12. Medio L-Lisina descarboxisolato.

A.4.13. Solucidn salina fisiolégica.

A.4.14. Medio Triptéfano/Triptona.

A.5. REACTIVOS.

A.5.1. Reactivos para la reacciéon VP.

A.5.2. Reactivos para la reaccion de indol.

A.5.3. Antisuero somatico (O) polivalente de Salmonella.
A.5.4. Tolueno.

A.5.5. a-naftol.

A.5.6. Solucion de creatina.

A.5.7. KOH.

A.5.8. Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium).
A.5.9. Salmonella diarizonae ATCC 12325. (S. diarizonae)
A.5.10. Salmonella abortus equi ATCC 9842. (S. abortus equi)
A.5.11. ONPG.

A.5.12. Novobiocina (sal sodica).

A.5.13. Yodo.

A.5.14. Yoduro de Potasio.

A.5.15. Alcohol etilico 96%4-Dimetilaminobenzaldehido.
A.5.16. Acido hidroclérico, p = 1.18g/mL a 1.19g/mL.
A.5.17. 2-metilbutan-2-ol.

A.5.18. Cloruro de sodio.

A.5.19. Monohidrato de creatinina.

A.6. CONDICIONES DE PRUEBA.

A.6.1. Muestreo.

Es importante que el laboratorio se cerciore de recibir una muestra representativa y que no haya tenido
dafios o cambios durante el transporte y/o almacenamiento.

El muestreo no es parte del método especificado aqui, es recomendable que las partes involucradas en
este punto lleguen a un acuerdo al respecto, pueden utilizarse diversos estandares internacionales tales como
los planes de muestreo del CODEX alimentarios o las guias del ICMSF.
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A.6.2. Preparacion de la muestra de ensayo.
Lineamientos generales para la preparacién de las muestras.
A.6.2.1. General. Bibliografia 10.23

La preparacion de la suspension inicial requiere 25g de la muestra en una cantidad suficiente del medio de
pre-enriquecimiento, para obtener una dilucion 1:10.

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

En casos excepcionales, cuando es necesario analizar mas de una porcion de 25g 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 25g seran examinadas, combinar las 10 porciones para
obtener 2509 y adicionar 2,25L del caldo de pre-enriquecimiento precalentado a 37°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 1mL y 10mL respectivamente. Continuar como se indica
enA.7.

A.6.2.2. Productos que contienen cacao. Bibliografia 10.23

Agregar al agua peptonada amortiguada 50g/L de caseina (no usar caseina acida) o 100g/L de leche
descremada en polvo, si el alimento tiene alta probabilidad de estar contaminado con microorganismos Gram
positivos, incubar a 37°C £ 1°C por 2h, afiadir 0.018g/L de verde brillante. Continuar como se indica en A.7.

A.6.2.3. Productos acidos y acidificantes. Bibliografia 10.23

Asegurarse de que el pH no se encuentre por debajo de 4.5 durante el pre—enriquecimiento, puede
utilizarse agua peptonada amortiguada a doble concentracion. En caso de que se requiera subir el pH a mas
de 4.5 utilizando NaOH 1N, registrar esta cantidad. Continuar como se indica en A.7.

A.6.2.4. Preparacion de la muestra para moluscos en concha. Bibliografia 10.24

En general, deben tomarse un minimo de 10 a 12 moluscos bivalvos, a fin de obtener una muestra
representativa y permitir la seleccién de animales completos disponibles para su desconche. Con la mayoria
de las especies, esto permite una adecuada seleccién y se obtendran aproximadamente 200g de licor y carne.
Por otro lado 10 a 12 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 20 a 30 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 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.

Remocién 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 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 musculo abductor. Drenar el licor de la concha
dentro de un recipiente estéril. Cortar el musculo abductor de las conchas y vaciar el cuerpo del animal dentro
del mismo recipiente. Continuar como A.6.2.5

A.6.2.5. Procedimiento para moluscos, desconchados y congelados. Bibliografia10.24

Pesar el total de la muestra, maximo 200g (carne vy licor) y adicionar igual cantidad de agua peptonada
amortiguada para obtener una dilucion 1:2. Licuar por 2 min. Continuar como se indica en A.7.

A.6.2.6. 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) Férmulas infantiles y alimentos para administracién por
canula u oral, que contengan huevo. De preferencia, no descongelar las muestras antes de su analisis. Si
estan congeladas, atemperar las muestras para obtener la porcion analitica. Descongelar tan rapido como sea
posible para disminuir el incremento en el numero de microorganismos competentes o para reducir el dafio
potencial sobre las células de Salmonella. Descongelar en un bafio de agua con temperatura controlada a
45°C, durante 15 min y con agitacién constante, o descongelar manteniendo la muestra a 2-5°C durante 18h.
Pesar 25g de la muestra en condiciones asépticas, colocar en un frasco de boca ancha y tapa de rosca de
500mL. Si las muestras no estan en polvo, agregar 225mL de agua peptonada amortiguada. Si el producto es
un polvo, agregar aproximadamente 15mL de agua peptonada y agitar con una varilla de vidrio, cuchara o
abate lenguas. hasta obtener una suspension homogénea. Agregar tres porciones mas de 10, 10, y 190mL
para un total de 225mL. Agitar suficientemente hasta que la suspension no contenga grumos. Tapar el frasco
y dejar en reposo durante 60 + 5 min a temperatura del laboratorio. Mezclar por agitacion Aflojar la tapa a un
1/4 de vuelta, e incubar a 37°C 18 £ 2h. Continuar como se indica en A.7.
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A.6.2.7. Huevos.

A.6.2.7.1. Huevo en cascardn. Eliminar cualquier material ajeno adherido a la superficie del cascarén.
Desinfeccion del cascarédn: Preparar la soluciéon desinfectante (1:3) que consiste en adicionar 3 partes de una
solucién de etanol o isopropanol al 70% a una parte de soluciéon de yodo/yoduro de potasio. Preparar una
solucién de alcohol al 70% diluyendo 700mL de etanol al 100% hasta completar un volumen final de 1000mL
de agua destilada estéril o bien diluir 700mL de alcohol al 95% con agua destilada estéril hasta completar un
volumen final de 950mL. La solucidon de yodo/yoduro de potasio se prepara como sigue: Pesar 100g de
yoduro de potasio y disolver en 200-300mL de agua destilada estéril. Adicionar 50g de yodo y calentar
suavemente con agitacién constante hasta disolver el yodo. Disolver esta solucién hasta completar un
volumen final de 1000mL de agua destilada estéril y almacenar en una botella ambar con tapén de vidrio en la
oscuridad. Sumergir los huevos en esta solucién por al menos 10 seg, 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 casardon 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 96 + 2h. Después de este tiempo, tomar 25mL o 25g de la mezcla anterior y 25mL de un CST
de prueba (testigo) en un contenedor de 500mL y agregar 225mL de CST suplementado con sulfato ferroso.
(35mg de sulfato ferroso a 1000mL de CST. Mezclar bien por agitacion. Dejar en reposo durante 60 £ 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 24 + 2h a 35°C. Continuar como se indica en A.7.

A.6.2.7.2. Huevo entero liquido (homogeneizado). Combinar 15 porciones de 25mL cada una para dar
una muestra combinada de 375mL en un matraz Erlenmeyer de 6L. Mantener esta mezcla a temperatura
ambiente (20-25°C) por 96 + 2h. Después de este tiempo, adicionar 3375mL de CST suplementado con
sulfato ferroso. Mezclar bien por agitacién. Dejar en reposo durante 60 + 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 24 + 2h a 35°C. Continuar como se indica en A.7.

A.6.2.7.3. Huevo cocido (de pollo, pato u otros, hervidos). Si el cascaron del huevo se encuentra
intacto, desinfectar como se describe en el inciso 9.1.2 a) y separar en condiciones asépticas el cascarén.
Pulverizar la yema y la clara y pesar 25g en un matraz Erlenmeyer de 500mL u otro recipiente apropiado.
Agregar 225mL CST (sin sulfato ferroso). Mezclar bien por agitacion y continuar como se describe en para
huevo en cascaron.

A.6.2.8. Leche descremada en polvo y Caseina. Adicionar el agua peptonada amortiguada
preferiblemente 50g/I de caseina (a excepcién de caseina acida) o 100g/L de leche descremada en polvo y
adicionar después de 2h de incubacion, 0.018g/L de verde brillante si el alimento tiene alta probabilidad de
estar contaminado con microbiota Gram Positivo. Incubar a 37°C +2h. Continuar como se indica en A.7.

A.6.2.9. Productos que contienen huevo (pastas, rollos de huevo, macarrones, espagueti), quesos,
ensaladas preparadas a base de: jamdn, huevo, pollo, atin, 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
analisis. Si esta congelada, para obtener la porcidon por analizar debe dejarse atemperar, descongelando
cerca de 45°C durante <15 min, en un bafio de agua con temperatura controlada y flujo continuo o
preferentemente mantener durante 18h a 2-5°C. Pesar en condiciones asépticas, 25g de muestra en un vaso
de licuadora. Agregar 225mL de agua peptonada amortiguada y licuar por 2 min. Pasar a un frasco estéril de
boca ancha y tapa de rosca de 500mL. Mezclar por agitacion, aflojar la tapa a 1/4 de vuelta e incubar durante
18 + 2h a 37°C. Continuar como se indica en A.7.

A.6.2.10. Levadura seca (levadura activa e inactiva). Pesar en condiciones asépticas, 25g de muestra,
en un frasco estéril de boca ancha y tapa de rosca de 500mL. Agregar 225mL de CST. Mezclar bien hasta
formar una suspension homogénea. Dejar en reposo, a la temperatura del laboratorio, durante 60 + 5 min, con
la tapa bien cerrada. Mezclar bien por agitacién 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 24 + 2h a 35°C. Continuar como se indica en A.7.

A.6.2.11. Mezclas para reposteria o cremas pasteleras. Pesar en condiciones asépticas, 25g de
muestra, en un frasco estéril de boca ancha y tapa de rosca, de 500mL. Agregar 225mL de caldo nutritivo y
mezclar bien. Dejar en reposo a la temperatura del laboratorio, durante 60 + 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 24 + 2h a 35°C. Continuar como se indica en A.7.
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A.6.2.12. Especias.

A.6.2.12.1. Pimienta negra, pimienta blanca, semillas de apio en hojuelas, chile en polvo, cominos,
péaprika, hojuelas de perejil, romero, semilla de ajonjoli, tomillo y yerbas en hojuelas. Pesar en
condiciones asépticas, 25g de muestra, en un frasco estéril de boca ancha y tapa de rosca de 500mL. Agregar
225mL de CST. Mezclar bien. Dejar en reposo con la tapa bien cerrada, durante 60 + 5min a temperatura de
laboratorio. Mezclar bien por agitacién 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 24 + 2h a
35°C. Continuar como se indica en A.7.

A.6.2.12.2. Cebolla en hojuelas, cebolla en polvo, ajo en hojuelas. Pesar en condiciones asépticas,
25g de muestra, en un frasco estéril de boca ancha y tapa de rosca, de 500mL. Pre-enriquecer la muestra en
CST adicionado con K2SO3 (5 g K2SO3 por 1000mL de CST, resultando una concentracion final de 0.5% de
K2S03s). Agregar el K2SOs3 al caldo antes de esterilizar, distribuir en volumenes de 225mL en matraces
Erlemeyer de 500mL esterilizar a 121°C por 15 min. Después de esterilizar, determinar el pH asépticamente,
si es necesario, ajustar el volumen final a 225mL. Agregar 225mL de CST adicionado con K2SOs, a los 25g de
muestra y mezclar bien. Continuar como se indica en el punto anterior.

A.6.2.12.3. 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/caldo; y para el clavo, una relacion 1:1000. En el caso de condimentos en hojas secas,
preparar diluciones cuya relacién 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 en para la
pimienta negra, manteniendo las relaciones muestra/caldo, recomendadas.

A.6.2.13. Dulce, cubierta de dulce (incluyendo chocolate). Pesar en condiciones asépticas, 25g de
muestra en un vaso de licuadora. Agregar 225mL de leche descremada, reconstituida, estéril y licuar por 2
min. Pasar la mezcla homogeneizada a un frasco de boca ancha, con tapén de rosca de 500mL y dejar en
reposo durante 60 + 5 min, con la tapa bien cerrada, a temperatura del laboratorio. Mezclar bien por agitacion
y determinar pH con papel indicador. Ajustar el pH si es necesario a 6.8 + 0.2. Agregar 0.45mL de solucién
acuosa de verde brillante al 1% y mezclar bien. Aflojar la tapa a 1/4 de vuelta e incubar durante 24 + 2h a
35°C. Continuar como se indica en A.7.

A.6.2.14. Coco. Pesar, en condiciones asépticas, 25g de muestra, en un frasco estéril de boca ancha y
tapa de rosca, de 500mL o cualquier otro recipiente adecuado. Agregar 225mL de caldo lactosado estéril.
Agitar bien y dejar en reposo a la temperatura del laboratorio durante 60 £ 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.
Agregar hasta 2.25mL de Tergitol /Anidnico (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 iniciar la espuma. En el caso de Triton X-100, con 2 a
3 gotas es suficiente. Aflojar la tapa a un a 1/4 de vuelta e incubar durante 24 + 2h a 35°C. Continuar como se
indica A.7.

A.6.2.15. 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.

A.6.2.16. Colorante (lacas) o colorantes con pH abajo 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 225mL de caldo tetrationato (CTT) sin verde brillante. Mezclar bien por agitacién y determinar pH con
papel indicador. Ajustar el pH. Agitar bien y dejar en reposo a la temperatura del laboratorio durante 60 + 5
min, con la tapa bien cerrada. Ajustar el pH a 6.8 £ 0.2 con un potencidmetro y agregar 2.25mL de solucion al
0.1% de verde brillante mezclar completamente, por agitacion. Aflojar la tapa a un I/4 de vuelta e incubar
durante 24 + 2h a 35°C. Continuar como se indica en A.7.3

A.6.2.17. Gelatina. Pesar, en condiciones asépticas, 25g de muestra, en un frasco estéril de boca ancha y
tapa de rosca, de 500mL o cualquier otro recipiente adecuado. Agregar 225mL de agua peptonada
amortiguada estéril, agregar 5mL de solucién acuosa de papaina al 5% y mezclar bien. Colocar la tapa bien
cerrada e incubar a 37°C por 60 + 5 min. Mezclar bien y aflojar la tapa a un 1/4 de vuelta e incubar durante 18
+ 2h a 35°C. Continuar como se indica en A.7.

A.6.2.18. Carnes, substitutos de carne, productos carnicos, sustancias de origen animal, glandulas
y otros alimentos (pescado, carne y hueso). Pesar, en condiciones asépticas, 25g de muestra, en un vaso
de licuadora. Agregar 225mL de agua peptonada amortiguada estéril y licuar por 2 min. Aflojar la tapa a un I/4
de vuelta e incubar durante 24 + 2h a 37°C. Continuar como se indica en A.7.
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A.6.2.19. Ancas de rana. Colocar 15 pares de ancas de rana en una bolsa de plastico estéril y cubrirlas
con agua peptonada amortiguada en una proporciéon 1:9 muestra/caldo (g/mL). Si se estima que un solo par
de ancas, pesa un promedio de 25g o mas, analizar un solo par, por cada 15 pares. Colocar la bolsa en un
vaso de plastico grande o cualquier otro recipiente. Incubar a 37°C por 18 + 2h. Continuar el analisis, como se
indicaen A.7.

A.6.2.20. Conejo en canal. Introducir el conejo en una bolsa de plastico estéril y colocarlo en un vaso u
otro contenedor adecuado. Adicionar agua peptonada amortiguada en una proporcion 1:9 De muestra/caldo
(g/mL) para cubrir la muestra. Mezclar bien con agitacion Incubar a 37°C por 18 £ 2h. Continuar el analisis
como se indica en A.7.

A.6.2.21. Jugo de naranja (pasteurizado y sin pasteurizar), jugo de manzana (pasteurizado y sin
pasteurizar), En condiciones asépticas, agregar 25mL de la muestra y 225mL de agua peptonada
amortiguada, en un frasco de boca ancha estéril, con tapa de rosca de 500mL u otro recipiente apropiado.
Agitar para mezclar completamente. Incubar con la tapa suelta por 18 + 2h a 35°C. Continuar como se indica
en A.9. (alimento de carga microbiana baja).

A.6.2.22. Orejas de puerco. Colocar en un bolsa de plastico una pieza (de 2 a 3 piezas si éstas son
pequefias) por cada unidad analitica. Introducir la bolsa en un vaso o en un contenedor adecuado. Adicionar
agua peptonada amortiguada en una proporcion 1:9 de muestra/caldo (g/mL) para cubrir las piezas. Mezclar
bien con agitacion e incubar a 37°C por 18 £ 2h. Continuar como se indica en 9.2.

A.6.2.23. Melones. Preferentemente no descongelar las muestras antes del analisis. Si la muestra esta
congelada atemperar las muestras para obtener la porcién analitica. Descongelar en un bafio de agua con
temperatura controlada con termostato, a 45°C durante 15 min y con agitacién constante, o descongelar
manteniendo la muestra a 2-5°C durante 18h. Para la fruta picada o cortada, pesar 25g en condiciones
asépticas en un vaso de licuadora. Adicionar 225mL de agua peptonada amortiguada estéril y licuar por 2 min.
Pasar el homogeneizado a un frasco estéril de boca ancha y tapa de rosca, de 500mL o cualquier otro
recipiente adecuado. Aflojar la tapa e incubar a 37°C por 18 + 2h. Continuar como se indica en A.7.

A.6.2.24. Para melones enteros no enjuagarlos aun si presentan tierra o suciedad visible. Analizarlos
como estén. Colocar los melones en una bolsa de pléstico estéril. Agregar suficiente agua peptonada
amortiguada que permita que el melén flote. El volumen del agua peptonada amortiguada puede ser una y
media veces el peso del melon. Por ejemplo los melones pesan 1500g probablemente se necesitara un
volumen de aproximadamente 2250mL de agua peptonada amortiguada. Adicionar mas agua peptonada
amortiguada si es necesario. Colocar la bolsa de plastico con los melones y el agua 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 37°C por 18 £ 2 h.
Continuar como A.7.

A.6.2.25. Mangos. De preferencia, no descongelar las muestras antes de su analisis. 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 durante 15 min y con agitacién constante, o descongelar manteniendo la
muestra a 2-5°C durante 18h. Para la fruta picada o cortada, pesar 25g en condiciones asépticas en un vaso
de licuadora. Adicionar 225mL de agua peptonada amortiguada estéril y licuar por 2 min. En condiciones
asépticas, pasar el homogeneizado a un frasco estéril de boca ancha y tapa de rosca, de 500mL o cualquier
otro recipiente adecuado. Aflojar la tapa 1/4 de vuelta e incubar a 37°C por 18 + 2h. Continuar como se indica
enA.7.

A.6.2.26. Para mangos enteros no enjuagarlos aun si presentan tierra o suciedad visible. Analizarlos
como estén. Colocar el mango en una bolsa de plastico estéril. Agregar suficiente agua peptonada
amortiguada que permita que el mango flote. El volumen del agua peptonada amortiguada puede ser una vez
el peso los mangos. Por ejemplo los mangos pesan 500g, probablemente se necesitara un volumen de
aproximadamente 500mL de agua peptonada amortiguada para que floten. Adicionar mas agua peptonada
amortiguada si es necesario. Colocar la bolsa de plastico con los mangos y el agua peptonada amortiguada
en un vaso u otro contenedor de 5 L. Incubar abriendo ligeramente la bolsa a 37°C por 18 £ 2 h. Continuar
como A.7.

A.6.2.27. Tomates (tomates rojos o jitomates). Para la fruta picada o cortada, pesar 25g en condiciones
asépticas en un vaso de licuadora. Adicionar 225mL de agua peptonada amortiguada estéril y licuar por 2 min.
En condiciones asépticas, pasar el homogeneizado a un frasco estéril de boca ancha y tapa de rosca, de
500mL o cualquier otro recipiente adecuado. Aflojar la tapa a I/4 de vuelta e incubar durante 18 + 2h a 37°C.
Continuar como se indica en A.7.
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A.6.2.28. Para tomates enteros no enjuagarlos aun si presentan tierra o suciedad visible. Analizarlos
como estén. Colocar los tomates en una bolsa de plastico estéril. Agregar suficiente agua peptonada
amortiguada que permita que los tomates floten. El volumen del caldo universal puede ser una vez el peso de
los tomates. Por ejemplo los tomates pesan 300g probablemente se necesitara un volumen de
aproximadamente 300mL de agua peptonada amortiguada. Adicionar més agua pepetonada amortiguada 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 37°C por 18 + 2h. Continuar como A.7.

A.6.2.29. Muestras ambientales. Muestrear superficies ambientales con hisopos o esponjas estériles.
Colocarlos en una bolsa estéril que contenga suficiente caldo Dey-Engly o solucién de fosfatos para cubrir los
hisopos o 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 + 2°C. Analizar las muestras dentro de las siguientes 48 + 2h después de
haber sido muestreadas, agregar a la bolsa o contenedor que contiene los hisopos o esponjas 225mL de agua
peptonada amortiguada estéril. Agitar bien el contenido. Mezclar, por agitacion, aflojar la tapa o la boca de la
bolsa e incubar durante 18 £ 2h a 37°C. Continuar como se indica en A.7.

A.6.2.30. Semillas de alfalfa y frijoles. En condiciones asépticas pesar 25g de semillas de alfalfa y
frijoles en un matraz Erlenmeyer. Adicionar 225mL de agua peptonada amortiguada agitar el matraz. Cubrir la
boca del matraz con papel aluminio estéril. Incubar a 37°C durante 18 + 2h. Continuar como se indica en A.7.2
(tratarla como un alimento con carga microbiana alta).

A.6.2.31. 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 o que es necesario
utilizar métodos de concentracion.

A.6.2.31.1. Filtracion por membrana. Este método es recomendable para aguas con baja turbiedad.
Filtrar 1L o mas de la muestra de agua. Retirar la membrana y colocarla en 50mL de agua pepetonada
amortiguada Incubar a 37°C por 18 £ 2h. Continuar como se describe en A.7.

Nota: Para porciones grandes de agua peptonada amortiguada precalentar a 37°C + 1°C antes de la
inoculacion de la muestra a analizar.

A.7. PROCEDIMIENTO ANALITICO.
A.7.1. Pre-enriguecimiento.
En general incubar la dilucién inicial a 37°C £ 1°C por 18h + 2h.

Para moluscos en concha, desconchados y congelados, inocular a temperatura ambiente 50g del
homogenizado (dilucién 1:2) a 200mL de agua peptonada amortiguada e incubar a 37°C + 1°C por 18h + 2h.

A.7.2. Enriquecimiento selectivo.

Transferir 0.1mL del cultivo de pre-enriquecimiento a un tubo del 10mL de caldo RVS y 1mL a un tubo
conteniendo 10mL de caldo MKTTn.

Incubar el caldo RVS a 41.5°C + 1°C por 24h + 3h y el caldo MKTTn a 37°C +1°C por 24h + 3h.
A.7.3. Aislamiento e identificacidn.

Para el aislamiento, inocular a partir de los cultivos obtenidos en el punto anterior, tres medios selectivos
en placa como sigue:

Agar XLD vy cualquier otro medio selectivo sélido complementario al agar XLD y especialmente apropiado
para el aislamiento de Salmonella lactosa positiva, Salmonella Typhi y Salmonella Paratyphi; el laboratorio
puede seleccionar que medio utilizar. Por ejemplo, se pueden elegir el ASB, EH, Agar Verde Brillante, entre
otros.

El agar XLD se incuba a 37°C * 1°C durante 24h + 3h, el segundo y tercero agar selectivo incubar de
acuerdo a las recomendaciones contenidas en los manuales de medios de cultivo de los fabricantes.

A.7.3.1. Morfologia Colonial Tipica de Salmonella.

Seleccionar 2 0 mas colonias de Salmonella de acuerdo con las caracteristicas siguientes, en cada agar
selectivo:

A.7.3.1.1. XLD. Colonias rosas con o sin centro negro. Muchos cultivos de Salmonella pueden producir
colonias con un centro negro muy grande o completamente negras.
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A.7.3.1.2. EH. Colonias azul-verde o azules, con o sin centro negro. Muchos cultivos de Salmonella
pueden producir colonias con un centro negro muy grande o completamente negras.

A.7.3.1.3. ASB. Colonias cafés, grises 0 negras; algunas veces pueden presentar brillo metalico y el
medio circundante a la colonia generalmente es café al principio y a medida que se prolonga el tiempo de
incubacién, pueden aparecer de color negro.

Si se presentan colonias tipicas en ASB después de 24 + 2h de incubacion, seleccionar 2 o mas colonias.
Si por el contrario, no se observan colonias tipicas a las 24 + 2h, re-incubar las placas de ASB, otras 24 + 2h.
Después de 48 + 2h de incubacioén, seleccionar si estan presentes, 2 o mas colonias tipicas. Si las colonias
seleccionadas, no dan reacciones tipicas en TSI y LIA, el cultivo se considera como negativo a Salmonella.

A.7.3.2. Morfologia Colonial Atipica de Salmonella.

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

A.7.3.2.1. Agares EH y XLD. Muy pocos cultivos atipicos de Salmonella producen colonias amarillas con
o sin centro negro. En ausencia de colonias tipicas, en EH y XLD, seleccionar 2 o mas colonias atipicas.

Nota: Algunas cepas variables de Salmonella como: H2S negativo (ej. S. Paratyphi A) crece en XLD como
colonias rosas con el centro de un color rosa obscuro. Salmonella Lactosa — positiva crece en XLD como
colonias amarillas con o sin el centro negro.

A.7.3.2.2. ASB. Algunos cultivos producen colonias verdes con un halo oscuro muy pequefio. Si después
de 48h de incubacion (como se explicd anteriormente), no hay colonias tipicas sospechosas en ASB,
seleccionar 2 o mas colonias atipicas.

A.7.3.3. Cultivos Control Sugeridos.

Ademas de los cultivos control positivos (Salmonella Typhimurium ATCC14028), deben usarse controles
adicionales para ayudar a la seleccion 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.

A.7.3.4. Seleccion de colonias para su confirmacién.

Para la confirmacion, tomar de cada medio selectivo al menos dos colonias consideradas como tipicas o 4
colonias sospechosas si no existe la primera posibilidad.

En casos epidemiolégicos identificar al menos 5 colonias tipicas y 5 atipicas, si en una placa se encuentran
menos de 5 colonias tipicas o sospechosas, confirmar todas las colonias que se encuentren en el medio.

Estriar cada colonia seleccionada en agar nutritivo, preferiblemente sin agua de condensacion, de tal
manera que permita el aislamiento de colonias. Incubar las placas inoculadas a 37°C = 1°C durante 24h * 3h.

Utilizar cultivos puros para la confirmacion por pruebas bioquimicas y serologia.
A.7.3.5. Confirmacién Bioquimica.

A partir del agar nutritivo, con un asa recta, estéril tocar ligeramente el centro de la colonia seleccionada e
inocular en tubos de agar inclinado de TSI y LIA. Sembrar por picadura en el fondo y estria en la superficie
inclinada. Debido a que la reaccion de descarboxilacion de la lisina, es estrictamente anaerobia, el fondo del
medio de LIA, debe medir 4cm. Mantener las placas de agares selectivos a 5-8°C.

Incubar los tubos de TSI y LIA a 37°C £ 1°C por 24 + 3h. Dejar los tapones flojos de los tubos para
mantener condiciones de aerobiosis mientras se incuban evitando excesiva produccion de Hz2S. Interpretar los
cambios de color como se describe a continuacion:

TSI: Fondo del medio;

e  Amarillo, glucosa positiva.

° Rojo o sin cambio de color, glucosa negativa.

e  Negro, formacioén de sulfuro de hidrégeno.

° Burbujas o grietas en el medio, formacién de gas debido a la utilizacién de la glucosa.
TSI: Superficie inclinada.

e  Amarillo, lactosa y/o sacarosa positivos.

° Rojo o sin cambio de color, lactosa y/o sacarosa negativa.
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Las colonias tipicas de Salmonella, producen alcalinidad (color rojo) en la parte inclinada del medio y acido
(color amarillo) en el fondo; con produccion de gas y cerca del 90% de las casos producen H2S
(ennegrecimiento del agar). Cuando alguna Salmonella lactosa positiva es aislada, el agar de TSI se torna
completamente amarillo.

En LIA, Salmonella produce reaccién alcalina (color purpura) Considerar como negativos los cultivos que
produzcan claramente un color amarillo en el fondo del tubo. La mayoria de los cultivos de Salmonella
producen H2S en LIA. Algunos cultivos que no son de Salmonella, producen un color rojo ladrillo en la parte
inclinada del LIA.

Todos los cultivos que den reaccién alcalina en el fondo del medio de LIA, independientemente de la
reaccion que hayan dado en TSI, deben retenerse como aislamientos presuntivos de Salmonella, para
someterlos a pruebas bioquimicas adicionales y pruebas serolégicas.

Para los cultivos de TSI que se consideran presuntivos para Salmonella, continuar como se indica en
Identificacion de Salmonella para determinar la especie, incluyendo Salmonella arizonae.

a) Prueba de ureasa (convencional). Con un asa estéril inocular tubos de agar urea de Christensen.
Debido a que algunas veces los tubos de agar urea de Christensen sin inocular, pueden virar a rojo purpura
(prueba positiva), debe incluirse, un tubo de este agar sin inocular como control. Una prueba positiva esta
dada por el uso de la urea generando amoniaco produciendo un cambio en la coloracion del medio a color rojo
rosado, una prueba negativa no se produce cambio en la coloracién (amarillo anaranjado). Incubar 24 + 2h a
37°C £ 1°C.

b) Caldo L-lisina descarboxilasa.

Si la prueba de LIA fue satisfactoria, no es necesario repetirla. Si la reaccién de LIA fue dudosa, utilizar
caldo lisina descarboxilasa para la determinacion final de lisina descarboxilasa. Inocular el caldo con pequefia
cantidad de cultivo. Cerrar la tapa fuertemente e incubar durante a 37°C + 1°C por 24 + 3h. Las especies de
Salmonella dan reaccién alcalina (color purpura del medio). La prueba negativa se interpreta por un color
amarillo del medio. Si el medio aparece descolorido (ni purpura, ni amarillo), agregar unas gotas de colorante
purpura de bromocresol al 0.2% y leer nuevamente la reaccion.

c) Deteccidn de B-galactosidasa.

Colocar la colonia seleccionada en un tubo conteniendo 0.25mL de solucién salina, agitar para obtener
una suspension homogénea. Adicionar 1 gota de tolueno y agitar. Colocar el tubo en un bafio de agua a 37°C
+ 1°C dejar reposar por aproximadamente 5 min. Adicionar 0.25mL del agente de deteccion de la f-
galactosidasa y mezclar. Colocar nuevamente el tubo en el bafio de agua a 37°C £ 1°C y dejar por 24h + 3h.
Examinar el tubo a intervalos de tiempo. Un color amarillo es indicativo de reaccién positiva, la cual se hace
evidente en aproximadamente 20 min.

Si se utilizan discos comerciales, seguir las instrucciones del fabricante.
d) Prueba de Indol.

Inocular un tubo conteniendo 5mL del medio triptéfano/triptona con una suspensién homogénea de la
colonia sospechosa.

Incubar a 37°C £ 1°C por 24 + 3h después de la incubacion adicionar 1mL de reactivo de Kovacs.

La formacién de un anillo de color rojo indica una reaccion positiva. Un anillo de color amarillo indica una
reaccion negativa.

e) Prueba de VP.

Re-suspender una asada de la colonia seleccionada en un tubo estéril conteniendo 3mL del medio VP.
Incubar 37°C + 1°C por 24+ 3h.

Después de la incubacion adicionar 2 gotas de solucion de creatinina, 3 gotas de solucion 1-naftol y al final
2 gotas de solucion de KOH, agitar después de cada reactivo.

La formacién de un color rosa a rojo brillante en menos de 15 min indica una reaccion positiva.
f) Identificacion presuntiva del género Salmonella.

Alternativamente se pueden utilizar pruebas bioquimicas miniaturizadas o métodos de biologia molecular
disponibles en el mercado para la identificacion presuntiva de género Salmonella, se debera utilizar un
sistema adecuado basado en el sistema bioquimico descrito en esta seccion. Estos sistemas bioquimicos
deberan contar con validacién y no deben ser usados como sustitutos de las pruebas seroldgicas. Inocular e
incubar estos sistemas de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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A.7.3.5.1. Interpretacién de las pruebas bioquimicas.

Tabla A.1. Interpretacion de pruebas bioquimicas.

Cepas de Salmonealla

S. Paratyphi | S. Paratyphi

Prueba 5. Typhi 5. Paratyphi A B I Otras cepas

Reaccion L3 Reacdon L Reaccion | %= Reaccion | % Heaccion Bk

TSI produccion de + 100 + 100 + + + 100
acido de la glucosa

TSI formacion de gas -4 0 + 100 + + + a2
de la glucosa
TSI produccion de = 2 = 100 - - - 1
acido de la lactosa
TSI produccion de - ] - [1] - - - 1
acido de sacarosa
TSI produccion de * | 97 E 10 + + 5 92
sulfuro de hidrogeno
Hidrolizis de urea - ] - [1] - - - 1
Descarboxilacion de la = a8 = 1] + + + 45
ligina
Reaccion de B- - ] - 1] - - - e
galactosidasa
Reaccion Voges- - ] = 0 - - - 0
Proskauer
Produccion de indol - i] - [1] - - - 1

* Ewing, W.h. y Ball, M. M. The biochemical reactions of the genus Salmonella. National center for Disease
Caontrel and Prevention, Atlanta, Georgia, USA, 1996

® este porcentaje indica que no todas las cepas de Salmonella muestran la reaccion Indicada puede sermas o
menos. Estos porcentajes pueden variar dependiendo de los serotipos involucrados en brote de intoxicacion
alimentaria ¥ su lugar de procedencia.

“los porcentajes no han sido encontrados en la literatura
? Salmonella Typhi es anaerchio

*La Salmonela enterica subespecie Arizonae puede ser positiva o negativa a la lactosa pero siempre sera -
galactosidasa positiva.

S. diarizonae (ATCC 12325) lactosa positivos, H2S positivo y S. abortus equi (ATCC 9842), lactosa-
negativo, H2S-negativo; o S. diarizonae (ATCC 29934) lactosa-positivo, H2S-negativo.

A.7.3.5.2. Pruebas Seroldgicas.
A.7.3.5.3. General.

La aglutinacién con el antisuero polivalente Poly A-l & Vi, puede usarse como resultado confirmatorio de la
presencia de Salmonella para las cepas probadas por TSI y LIA, existen cepas que no aglutinan con el
polivalente, para éstos es necesario confirma usando la bateria completa de bioquimicas.

A.7.3.5.4. Eliminacién de las cepas autoaglutinables.

Deposite una gota de solucion salina, en una lamina de vidrio perfectamente limpia. Disperse con un asa,
parte de la colonia a probar en la gota, de manera que se obtenga una suspensién homogénea y turbia. Rote
suavemente la lamina por 30 a 60seg. Observe el resultado sobre un fondo oscuro, preferiblemente con la
ayuda de una lupa. Si las bacterias se agrupan en unidades mas o menos distintas, la cepa se considera
como autoaglutinable y no debe someterse a las siguientes pruebas, porque la deteccion de los antigenos no
es factible.

NOTA: También es posible dispersar parte de la colonia a analizar en una gota de agua, y luego mezclar
esta solucion con una gota de la solucion salina.

A.7.3.5.5. Deteccion de los antigenos Poly A-l & Vi.

Empleando una colonia pura no autoaglutinable, proceda, empleando una gota del antisuero O en lugar de
la solucion salina. Si se produce aglutinacion, la reaccién se considera positiva.
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Para fines de vigilancia sanitaria, enviar el cultivo al laboratorio de referencia de la COFEPRIS (CCAYAC)
para su identificacion serolégica o molecular.

A.8. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

a) Los cultivos determinados como presuntivos con las pruebas bioquimicas o confirmados por la
serologia, informar como:

Salmonella spp en 25g: PRESENCIA.

b) Descartar los cultivos con resultados atipicos a partir de las pruebas bioquimicas miniaturizadas
clasificadas como no Salmonella, informar:

Salmonella spp en 25g: AUSENCIA.
c) Placas con agar XLD, ASB y EH sin desarrollo y/o colonias atipicas, informar:
Salmonella spp en 25g: AUSENCIA.

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

A.9. AYUDA VISUAL.

Agua Pegtonada Amortiguada a temperatura amalents

:

Incubacion por 18h +23h a 37°C £ 1°C

4/\.

0.1mL gei cultlvo + 10mL de Caldo RV'S Incubar imL ded cuitlvo + 10mL del caldo METTR Incubar
por 24h £ 3h a 41.5°C 2 1°C por2dh + 3ha 37"C £ 1°C

R/

Sembaar en XLD, el sagundo y tercer
medie a eleccion, Incubar por 24h 230 a
Ircz1°Cc

}

D& cada placa probar una colonla
caracierisica

Sl s0n negatlvas probar con 4 colonias

|

Agar nuirittvo, Incubar por 24h + 30 3 37°C =
1*C

/\1

ComiMmacion oquimica = fteccccsccccc=== = Confimmackin semoltglca
Expraskin de resufiados l

Pre-enrigquecimiento.
Enriquecimiento Selectivo,
Aislamiento.

Confirmacion.
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A.10. FORMULACIONES Y PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO.
Alternativamente pueden utilizarse medios comerciales a menos que se indique otra cosa.

La caducidad de los medios de cultivo una vez preparado debera ser demostrada en el laboratorio bajo las
condiciones de almacenamiento particulares, a menos que se indique otra cosa.

A.10.1. Agua peptonada amortiguada.
A.10.1.1. Formula.

Digerido enzimatico de caseina 10.0g
NaCl 5.0g
NazHPO4.12H20 9.0g
KH2PO4 1.5¢
Agua 1 000mL

A.10.1.2. Preparacion: Disolver los ingredientes en el agua, calentar si es necesario. Ajustar el pH, de tal
manera que después de la esterilizacion sea 7.0 £ 0.2 a 25°C. Distribuir el medio en frascos de capacidad
necesaria para obtener las porciones de prueba. Esterilizar en autoclave 15 min a 121°C.

A.10.2. Caldo RVS.
A.10.2.1. Solucién A.
A.10.2.1.1. Férmula.

Digerido enzimatico de soya 5.0g
NaCl 8.0g
KH2PO4 1.4g
K2HPO4 0.2g
Agua 1000mL

A.10.2.1.2. Preparacién: Preparar por ingredientes y disolverlos en el agua, es necesario calentar
aproximadamente a 70°C. La solucidn debe prepararse el dia de la preparacion del medio de RVS completo.

A.10.2.2. Solucién B.

A.10.2.2.1. Férmula.
MgCl2.6H20 400.0g
Agua 1000mL

A.10.2.2.2. Preparacién: Disolver el cloruro de magnesio en el agua. Como esta sal es muy higroscoépica,
es aconsejable disolver el contenido completo de un frasco nuevo de MgCl2.6H20 de acuerdo a la férmula.
Por ejemplo, agregando 250g de MgCl2.6H20 a 625mL de agua, dara un volumen total de solucién de 788mL
y una concentraciéon de 31.7g por cada 100mL de MgCl2.6H2 aproximadamente.

La solucion puede almacenarse en un frasco ambar con tapa hermética a temperatura ambiente por 2 afos.
A.10.2.3. Solucion C.
A.10.2.3.1. Férmula.

Oxalato de verde malaquita 0.4g

Agua 100mL

A.10.2.3.2. Preparacion: Disolver el oxalato de verde malaquita en el agua. La solucion puede
almacenarse en frasco ambar a temperatura ambiente por 8 meses.
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A.10.2.4. Medio Completo.
A.10.2.4.1. Férmula.

Solucién A 1000mL
Solucién B 100mL
Solucién C 10mL

A.10.2.4.2. Preparacion: Agregar 1000mL de la solucién A, 100mL de la solucion B y 10mL de la solucion
C. Ajustar el pH, si es necesario, de tal manera que después de la esterilizacion sea de 5.2 + 0.2. Antes de su
uso, distribuir porciones de 10mL a cada tubo. Esterilizar a 115°C por 15 min. Almacenar el medio preparado
a 3°C = 2°C, utilizar el medio el mismo dia de su preparacion.

Nota: La composicion final del medio completo sera de: Digerido enzimatico de soya, 4.5g/L; NaCl, 7.2g/L;
KH2PO4 + K2HPO4, 1.44g/L; MgCI2, 13.4g/L o MgCl2.6H20, 28.6g/L; oxalato de verde malaquita, 0.036g/L.

A.10.3. Caldo MKTTn.
A.10.3.1. Medio Base.
A.10.3.1.1. Férmula.

Extracto de carne 4.3g
Digerido enzimatico de caseina 8.6g
NaCl 2.6g
CaCOs3 38.7g
Na2S203.5H20 47.8g
Ox sales biliares uso bacterioldgico 4.78g
Verde brillante 0.0096g
Agua 1000mL

A.10.3.1.2. Preparacién: Disolver los ingredientes deshidratados basicos de la férmula o el medio
completo deshidratado en el agua, hervir por 5 min. Ajustar el pH, si es necesario, a 8.2 £+ 0.2 a 25°C. El
medio base puede almacenarse por 4 semanas a 3°C + 2°C.

A.10.3.2. Solucién de Yodo-Yoduro
A.10.3.2.1. Férmula.

Yodo 20.0g
Yoduro de potasio (KI) 25.0g
Agua 100.0mL

A.10.3.2.2. Preparacion: Disolver completamente el yoduro de potasio en 10mL de agua, agregar el yodo
y diluir a 100mL con agua estéril. No calentar.

Almacenar la solucion en la oscuridad a temperatura ambiente en un frasco bien cerrado.
A.10.3.3. Solucién de Novobiocina.
A.10.3.3.1. Féormula.

Novobiocina (sal sédica) 0.04g

Agua 5.0mL

A.10.3.3.2. Preparacion: Disolver la novobiocina (sal sédica) en el agua y esterilizar por filtracion. Puede
almacenar la solucion por no mas de 4 semanas a 3°C + 2°C.
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A.10.3.4. Medio Completo.
A.10.3.4.1. Férmula.

Medio base 1000mL
Solucion de yodo-yoduro 20mL
Solucién de novobiocina 5mL

A.10.3.4.2. Preparacion: Agregar asépticamente 5mL de solucién de novobiocina a 1000mL de medio
base. Mezclar, después agregar 20mL de la solucion de yodo-yoduro. Mezclar bien. Distribuir el medio
asépticamente en recipientes estériles de suficiente capacidad para contener las porciones necesarias de
prueba. El medio completo debera utilizarse el mismo dia de la preparacion.

A.10.4. Agar XLD.
A.10.4.1. Medio Base.
A.10.4.1.1. Férmula.

Extracto de levadura en polvo 3.0g
NaCl 5.0g9
Xilosa 3.75¢g
Lactosa 7.5g
Sacarosa 7.5g
L-Lisina 5.0g
Tiosulfato de sodio 6.8g
Citrato férrico aménico 0.8g
Rojo de fenol 0.08g
Desoxicolato de sodio 2.59
Agar 15.0g
Agua 1000mL

A.10.4.1.2. Preparacion: Disolver los ingredientes basicos deshidratados de la formula o el medio
completo deshidratado en el agua por calentamiento, con agitacion frecuente, hasta que el medio comience a
hervir. Evitar el sobrecalentamiento. Ajustar el pH, si es necesario, a 7.4 + 0.2 a 25°C.

A.10.4.1.3. Preparacion de las placas de agar: Transferir el medio inmediatamente a un bafio de agua a
44°C - 47°C y esperar a que el medio se atempere, agitar y vaciar en las placas, dejar solidificar. Antes de su
uso las placas deberan estar completamente secas, se recomienda secar las placas en horno entre 37°C y
55°C con las tapas parcialmente abiertas o en campana de flujo laminar hasta que la superficie del agar este
seca. El medio se puede almacenar por no mas de 5 dias a 3°C £ 2°C.

A.10.5. Agar nutritivo.
A.10.5.1. Férmula.

Extracto de carne 3.0g
Peptona 5.0g
Agar 15.0g
Agua 1000mL

A.10.5.2. Preparacion: Disolver los ingredientes o el medio completo deshidratado en el agua, por
calentamiento. Si es necesario, ajustar el pH de tal manera que después de la esterilizacién quede en 6.8
0.2 a 25°C. Transferir el medio de cultivo a tubos o botellas de capacidad apropiada. Esterilizar por 15min a
121°C.



Lunes 6 de mayo de 2013 DIARIO OFICIAL (Segunda Seccién)

A.10.5.2.1. Preparacion de las placas de agar nutritivo: Transferir el medio inmediatamente a un bafio
de agua a 44°C — 47°C y esperar a que el medio se atempere, agitar y vaciar 15mL del medio fundido a
placas estériles, dejar solidificar. La superficies de las placas debe estar completamente seca antes de su uso,
se recomienda secar las placas en un horno entre 37°C y 55°C con las tapas parcialmente abiertas o en
campana de flujo laminar hasta que la superficie del agar este seca.

A.10.6. Agar TSI.

A.10.6.1. Férmula.
Extracto de carne
Extracto de levadura
Peptona
NaCl
Lactosa
Sacarosa
Glucosa
Citrato de fierro (lll)
Tiosulfato de sodio
Rojo de fenol
Agar
Agua

3.0g
3.0g
20.0g
5.0g
10.0g
10.0g
1.0g
0.3g
0.3g
0.3g
15.0g
1000mL

A.10.6.2. Preparacion: Disolver los ingredientes o el medio completo deshidratado en el agua por
calentamiento. Si es necesario, ajustar el pH de tal manera que después de la esterilizacién quede en 7.4 +
0.2 a 25°C. Distribuir 10mL del medio en tubos de ensaye. Esterilizar por 15 min a 121°C. Dejar solidificar en

posicién inclinada para obtener un bisel de 2.5cm — 5cm.
A.10.7. Agar Urea de Christensen.
A.10.7.1. Medio Base.
A.10.7.1.1. Férmula.
Peptona
Glucosa
NaCl
Fosfato dihidrogenado de potasio (KH2PO4)
Rojo de fenol

Agar

1.0g
1.0g
5.0g
2.0g
0.012g
15.0g

A.10.7.1.2. Preparacién: Disolver los ingredientes o el medio completo deshidratado por calentamiento. Si
es necesario, ajustar el pH de tal manera que después de la esterilizaciéon quede en 6.8 + 0.2 a 25°C.

Esterilizar por 15 min a 121°C.
A.10.7.2. Solucién de urea.
A.10.7.2.1. Férmula.

Urea

Agua, para un volumen final de

4009
1000mL
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A.10.7.2.2. Preparacion: Disolver la urea en el agua. Esterilizar por filtracion.
A.10.7.3. Medio Completo.
A.10.7.3.1. Férmula.

Medio base 950mL

Solucién de Urea 50mL

A.10.7.3.2. Preparacion: Agregar bajo condiciones asépticas, la solucion de urea al medio base,
previamente fundido y mantenido de 44°C — 47°C en el bafio de agua. Distribuir 10mL del medio completo a

tubos de ensaye.
A.10.8. Reactivo de R-Galactosidasa.
A.10.8.1. Soluciéon amortiguadora.

A.10.8.1.1. Férmula.

NaH2PO4 6.9g
NaOH, 10mol/L solucién ~3mL
Agua, para un volumen final de 50mL

A.10.8.1.2. Preparacion: Disolver el fosfato dihidrogenado de sodio en ~ 45mL de agua en un matraz
volumeétrico. Ajustar el pH a 7.0 + 0.2 a 25°C con la solucién de hidroxido de sodio. Agregar agua para un
volumen final de 50mL.

A.10.8.2. Solucion de ONPG.

A.10.8.2.1. Férmula.
ONPG 0.08g
Agua 15mL

A.10.8.2.2. Preparacion: Disolver el ONPG en el agua a aproximadamente 50°C. Enfriar la solucion.
A.10.8.3. Reactivo Completo.
A.10.8.3.1. Férmula.

Solucién amortiguadora 5mL

Solucién de ONPG 15mL

A.10.8.3.2. Preparacion: Agregar la solucion amortiguadora a la solucion de ONPG.
A.10.9. Reactivos para la prueba VP.

A.10.9.1. Medio de VP.

A.10.9.1.1. Férmula.

Peptona 7.0g
Glucosa 5.0g
K2HPO4 5.0g
Agua 1000mL

A.10.9.1.2. Preparacion: Disolver los ingredientes en agua, calentar si es necesario. Ajustar el pH de tal
forma que después de la esterilizacion quede a 6.9 £ 0.2 a 25°C. Transferir 3mL de volumen a tubos de

ensaye Y esterilizar por 15min a 121°C.
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A.10.9.2. Solucidn de creatinina (N-amidinosarcosina).
A.10.9.2.1. Férmula.
Monohidrato de creatinina 0.5g

Agua 100mL

A.10.9.2.2. Preparacion: Disolver el monohidrato de creatinina en el agua.
A.10.9.3. 1-naftol, solucion etandlica
A.10.9.3.1. Férmula

1-Naftol 6g

Etanol al 96% 100mL

A.10.9.3.2. Preparacion: Disolver el 1-naftol en el agua.

A.10.9.4. Solucién de KOH.

A.10.9.4.1. Férmula.
KOH 409
Agua 100mL

A.10.9.4.2. Preparacion: Disolver el KOH en el agua.
A.10.10. Reactivos paralareaccion de Indol.
A.10.10.1. Medio Triptona/triptéfano.
A.10.10.1.1.F6rmula.

Triptona 109
NaCl 5g
DL-Triptofano 19

Agua 1000mL

A.10.10.1.2. Preparacion: Disolver los ingredientes en el agua hirviendo. En caso necesario, ajustar el pH
a 7.5+ 0.2 a 25°C. Distribuir volumenes de 5mL del medio a tubos de ensaye. Esterilizar 15 min a 121°C.

A.10.11. Reactivo de Kovacs.
A.10.11.1. Férmula.

4-Dimetilaminobenzaldehido 5g
Acido hidroclérico, p = 1.18 g/mL a 1.19 g/mL  25mL
2-metilbutan-ol 75mL

A.10.11.2. Preparacién: Mezclar los componentes.

A.10.12. Solucién Salina Fisiolégica.

A.10.12.1. Férmula.
NaCl 8.5g
Agua 1000mL



(Segunda Seccién)

DIARIO OFICIAL Lunes 6 de mayo de 2013

A.10.12.2. Preparacion: Disolver el cloruro de sodio en el agua. Si es necesario, ajustar el pH de tal
manera que después de la esterilizacion quede en 7.0 = 0.2 a 25°C. Distribuir volumenes de la solucion tal
que después de la esterilizacion queden entre 90mL a 100mL. Esterilizar 15 min a 121°C.

A.10.13. Agar EH.

A.10.13.1. Férmula.
Peptona
Extracto de levadura
Sales biliares No. 3
Lactosa
Sacarosa
Salicina
NaCl
Tiosulfato de sodio
Citrato férrico amonico
Azul de bromotimol
Fucsina acida
Agar
Agua destilada
pH final 7.5+ 0.2

129
39

99
129
12g
29
59

59
1.5g
0.065¢g
0.1g
14.0g
1L

A.10.13.2. Preparacion: Calentar a ebullicidon con agitacion frecuente para disolver los ingredientes por no
mas de 1 min. No sobrecalentar. Enfriar a 45-50°C. Distribuir en porciones de 20mL en cajas Petri de 15 x
100mm. Dejar secar por 2h con las tapas parcialmente abiertas. AlImacenar hasta 30 dias en refrigeracion (4

2°C).

A.10.14. Agar ASB.

A.10.14.1. Férmula.
Polipeptona (o peptona)
Extracto de carne
Dextrosa
NazHPO4 (anhidro)
FeSO4 (anhidro)
Sulfito de bismuto (indicador)
Verde brillante
Agar
Agua destilada
pH,7.7+0.2

10g

59

59

49
0.3g
89
0.025g
20g

1L

A.10.14.2. Preparacion: Mezclar los ingredientes con calentamiento y agitacion constante a ebullicion por
1min hasta obtener una suspensién uniforme (el precipitado no se disuelve). Enfriar a 45-50°C. Suspender el
precipitado con agitacién suave y distribuir volimenes de 20mL en cajas Petri estériles de 15 X 100mm.
Permitir que seque el agar por 2h con las tapas parcialmente abiertas y después cerrarlas.

PRECAUCION: No esterilizar. Preparar el medio un dia antes de su uso y almacenar en oscuridad. El

medio pierde selectividad después de 48h.
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Apéndice Normativo B.
Método de referencia para la estimacién de la cuenta de Staphylococcus aureus.

Se establece el método microbiolégico para determinar la cuenta de S. aureus presente en alimentos para
consumo humano nacionales o de importacion.

B.1. INTRODUCCION.

B.2. S. aureus es una bacteria altamente vulnerable a tratamientos térmicos y a varios agentes
sanitizantes. La presencia de esta bacteria en los alimentos procesados o en los equipos donde se procesan,
es generalmente un indicador de sanitizacién inadecuada. S. aureus produce enterotoxinas que al ingerirse
pueden causar intoxicaciones alimentarias. Es actualmente responsable de un alto porcentaje de los brotes de
intoxicacion alimentaria a nivel mundial.

Para el propésito del presente método, la confirmacion de S. aureus esta basado en una fuerte reaccion
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, pero se pueden distinguir por medio del uso de
pruebas adicionales, como son la termonucleasa y produccién de &cido a partir del manitol, entre otras.

Este método permite hacer una estimacion del contenido de S. aureus en los productos de consumo, se
efectia directamente en placas de medio de cultivo selectivo y diferencial, con la confirmacién mediante las
pruebas de coagulasa como determinante y pruebas auxiliares cuando la determinacién de la coagulasa es
débil.

B.3. EQUIPO.

B.3.1 Horno para esterilizar que alcance 180°C.

B.3.2 Autoclave.

B.3.3 Balanza con capacidad no mayor de 2,500g y sensibilidad de 0.1g.

B.3.4 Incubadora a capaz de operar a 35°C * 1°C.

B.3.5 Homogeneizador peristaltico tipo Stomacher.

B.3.6 Bario de agua capaz de operar a 35°C + 1°C.

B.4. MATERIALES.

B.4.1 Cuchillos, pinzas, tijeras, cucharas, espatulas.

B.4.2 Tubos de cultivo de 16mm x 150mm o frascos de 125 a 250mL de capacidad.

B.4.3 Tubos de cultivo de 10mm x 75mm.

B.4.4 Cajas Petri de 90 a 100mm de diametro.

B.4.5 Pipetas bacteriolégicas de 1mL y 10mL de capacidad graduadas en 0.1mL y 1mL respectivamente y
diametro de 2 a 3mm.

B.4.6 Pipetas Pasteur.
B.4.7 Probetas.

B.4.8 Varillas de vidrio de 3.5mm de didmetro aproximadamente y 20cm de largo dobladas en angulo recto
u equivalente.

B.4.9 Matraz Erlenmeyer.

B.4.10 Camara humeda: consiste en una caja Petri en la cual se coloca una varilla de vidrio en forma de
"V" rodeada de algodon humedecido con agua.

B.5. MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS.

B.5.1 Agar Baird Parker.

B.5.2 Solucién de telurito de potasio.

B.5.3 Emulsién de yema de huevo (puede usarse comercialmente preparada).

B.5.4 BHI.
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B.5.5 Solucién reguladora de fosfatos.

B.5.6 Agua peptonada.

B.5.7 Solucion Salina 0.85%.

B.5.8 Agar Azul de Toluidina-ADN.

B.5.9 Plasma de Conejo con EDTA.

B.5.10 Agar Soja Tripticaseina.

B.5.11 Perdxido de hidrégeno al 3%.

B.5.12 AST.

B.5.13 Reactivos para la tincion de Gram.
B.5.14 Caldo rojo de fenol (glucosa y manitol).
B.5.15 Solucién de Piruvato de Sodio.

B.5.16 Aceite de parafina o mineral estéril.
B.5.17 S. aureus.

B.5.18 S. epidermidis.

B.5.19 Solucién trazable para calibracion de potenciémetro (CENAM).
B.6. CONDICIONES DE PRUEBA.

B.6.1 Preparacion de la muestra.

Tomar diferentes porciones del alimento, transferir 256g o mL a frascos de dilucion con 225mL de solucion
reguladora de fosfatos, para preparar una dilucion 1:10.

En una situacion atipica y justificada, si la porcién de muestra utilizada en el ensayo es distinta a 25g, se
debera utilizar la cantidad necesaria de solucion reguladora de fosfatos, para obtener una dilucion 1:10.

Homogeneizar por 1 0 2 min en licuadora o Stomacher dependiendo del tipo de alimento.
B.6.2 Preparacién de la muestra para Moluscos en concha

Como se indica en A.6.2.4.

B.6.3 Procedimiento para Moluscos, desconchados y congelados.

Como se indica en A.6.2.5

B.6.4 Productos de la pesca.

Pesar 200g del alimento en 200mL de regulador de fosfatos (dilucién 1:2) y homogeneizar por 2 min en
vaso de licuadora u homogeneizador peristéltico, 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
analisis.

B.7. PROCEDIMIENTO ANALITICO.

B.7.1 Transferir por medio de una pipeta estéril, 0.1mL de la muestra directa si es liquida, o 0.1mL de la
suspension inicial (dilucion 10") en el caso de otros productos, por duplicado a cajas de agar Baird Parker.
Repetir el procedimiento para las diluciones siguientes si son necesarias 102, 103,

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 dilucién
distribuida en 3 placas como sigue: 0.4, 0.3 y 0.3mL sobre la superficie de las placas de agar Baird-Parker,
por duplicado. En ambos casos evitar usar cajas humedas.

B.7.2 Cuidadosamente distribuir el inéculo tan pronto como sea posible, sobre la superficie del agar con
varillas estériles de vidrio en angulo recto, utilizando una para cada placa y dilucién.

B.7.3 Mantener las placas con las tapas hacia arriba hasta que el indculo sea absorbido totalmente por el agar.
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B.7.4 Invertir las placas e incubar por 24 a 35°C + 1°C, marcar las colonias tipicas observadas. Morfologia
colonial tipica colonias negras, circulares, brillantes, convexas, lisas, de diametro de 1 a 2mm y muestran una
zona opaca, humedas y con un halo claro (de protedlisis) alrededor de la colonia. Reincubar las placas a 35°C
+ 1°C, por otras 22 a 24h y marcar las nuevas colonias tipicas.

NOTA: En algunas ocasiones cepas que han sido aisladas de productos congelados o deshidratados que
han sido almacenados por periodos largos de tiempo, frecuentemente desarrollan colonias menos negras con
apariencia rugosa y textura seca. Las colonias atipicas son similares en apariencia pero sin halo claro
alrededor.

B.7.5 Seleccionar las placas que tengan entre 15 y 150 colonias tipicas y atipicas de S. aureus; si no es
posible, seleccionar las placas de las diluciones mas altas no obstante tengan mas de 150 colonias.
Seleccionar de cada placa 5 colonias tipicas y 5 colonias atipicas, para su confirmacion.

B.7.6 Cuando las placas tengan menos de 15 colonias tipicas se debe agregar la nota de "valor estimado”
al reporte de los resultados.

B.7.7 Si fue inoculado 1.0mL en 3 placas, tratar éstas como una sola y seguir los procedimientos de
confirmacion.

B.7.8 Confirmacién: Prueba de Coagulasa.

B.7.8.1 Seleccionar y sembrar cada colonia tipica en tubos con 0.5mL de BHI y en tubos con AST. Utilizar
simultaneamente un control positivo de S. aureus y un control negativo de S. epidermidis. Incubar a 35°C +
1°C en bafio de agua, durante 20 a 24h. Mantener los cultivos en AST a no 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 + 1°C en bafio de agua y observar periddicamente a
intervalos de 1h durante las primeras 4 a 6h; si no hay formacion de coagulo, observar hasta las 24h.
Considerar la prueba positiva cuando el coagulo se forma completamente y es firme al invertir el tubo. En otro
caso se deberan realizar las pruebas auxiliares.

B.7.8.2 Nota: Para cada reactivo nuevo se debera realizar la prueba de coagulabilidad del plasma de
conejo afiadiendo una gota de calcio al 5% a 0.5mL de plasma reconstituido, formandose un coagulo en 10-15 seg.

B.7.9 Pruebas auxiliares.

B.7.9.1 Realizar una tincion de Gram a cada cultivo observar al microscopio y observar la presencia de
cocos Gram positivos.

B.7.9.2 Si se dispone de un sistema de bioquimicas miniaturizado, éste puede ser utilizado como
alternativa de las siguientes pruebas, con excepcioén de la termonucleasa y la tincion de Gram.

B.7.9.3 Prueba de catalasa. A partir de un cultivo en AST realizar la prueba de la catalasa en un
portaobjetos, emulsificar una porcion del cultivo con 1 gota de perdxido de hidrégeno al 3%. Observar la
produccién de burbujas de gas.

B.7.9.4 Utilizacion anaerdbica del manitol. Inocular un tubo con caldo para la fermentacion adicionado
de manitol al (0.5%), con un indculo abundante. Cubrir el caldo con una capa de aceite de parafina o aceite
mineral de al menos 25mm. Incubar hasta 5 dias a 37°C = 1°C. Un cambio en la coloracion del indicador
indica la utilizacion anaerdbica del manitol y la presencia S. aureus. Incluir los controles positivos y negativos.

B.7.9.5 Utilizacion anaerdbica de la glucosa. Inocular un tubo con caldo para la fermentacion adicionado
de glucosa al (0.5%), con un inéculo abundante. Cubrir el caldo con una capa de aceite de parafina o aceite
mineral de al menos 25mm. Incubar hasta 5 dias a 37°C = 1°C. Un cambio en la coloracion del indicador
indica la utilizacién anaerdbica de la glucosa y la presencia S. aureus. Incluir los controles positivos vy
negativos.

B.7.9.6 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, 0.3 mL de 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 + 2°C en
camara humeda de 4 a 24h. La aparicidén de un halo color rosa extendido de por lo menos 1mm alrededor de
la perforacion se califica como positiva la prueba.
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Tabla B.1. Caracteristicas de S. aureus, S. epidermidis y Micrococcus.

Caracteristicas S, aureus | 5. epidermidis | Micrococous
Actividad de catalasa + + +

Produccién de coagulasa + - -

Produccién de +

termonucleaza
Litilizacion anaerabica de:
+ +
Glucasa

tilizacidn anaerdbica de: =

=

+, La mayoria de las cepas son positivas (mas del 90%), La mayoria de las cepas son
negativas (mas del 90 %)

B.8. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

B.8.1. Si al menos el 80% de las colonias tipicas seleccionadas fueron coagulasa positiva, tomar el
numero total de las colonias contadas como presuntivas de S.aureus.

B.8.2. En otros casos, calcular el nimero de colonias presuntivas de S. aureus a partir del porcentaje
obtenido de colonias coagulasa positivas confirmadas.

B.8.3. Promediar los resultados de los duplicados.

B.8.4. Cuando en dos diluciones consecutivas se obtienen cuentas entre 15 y 150 colonias (tipicas o
atipicas) calcular el nimero de S. aureus para cada dilucion como se especifica en los puntos anteriores,
calcular la cuenta de S. aureus considerando el factor de dilucién, calcular el logaritmo en base diez de cada
dilucion y realizar la resta de éstos, si la diferencia entre los logaritmos de las dos diluciones es menor a 0.3,
reportar el promedio de las dos diluciones. Si por el contrario la diferencia entre los logaritmos es mayor a 0.3;
reportar el valor mas bajo.

B.8.5. Cuando no se tenga crecimiento reportar como:

DILUCION DE LA MUESTRA | VOLUMEHN INOCULADO | RESULTADO

MUESTRA DIRECTA 1 mL (0.4, 0.3 y 0.3 mL) =1 UFC/mL
MUESTRA DIRECTA 0.1 mL =10 UFGC/mL
107" 1mL (0.4, 0.3 y 0.3 mL) =10 UFCig
107" 0.1 mL =100 UFC/g

B.8.6. Ejemplo para el calculo de S. aureus.

Por ejemplo, el 0.1mL del inéculo de la dilucién 102 de la muestra da como resultado 65 y 85 colonias
tipicas por placa.

Ninguna colonia atipica fue identificada en las placas.

Todas las 5 colonias seleccionadas de la placa conteniendo 65 colonias fueron coagulasa positiva por lo
que las 65 colonias fueron consideradas como S. aureus.

3 de las 5 colonias seleccionadas de la placa que contiene 85 colonias fueron coagulasa positiva por lo
que el 60%, es decir, 51 colonias son consideradas como S. aureus.

La cuenta promedio es:
65+51/2 =58 S. aureus.
58 por el inverso del factor de dilucion (1/102) es 5800 UFC.
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Si se considera que el indculo fue de 0.1mL habra que multiplicar por 10 para obtener 58000UFC/mL.

B.8.7. Precision de la cuenta.

Para razones estadisticas, los intervalos de confianza de este método varian en un 95% de los casos,
desde un +16% a +52%. En la practica, una mayor variacidon se puede encontrar, especialmente entre los
resultados obtenidos por diferentes analistas.

B.9. Ayuda Visual.

LECHE

25 g+ 225mL Solucidn
Reguladora de Fosfatos

0.3mL 0.3 mkﬁ 0.4 mL

Invertir las placas & incubar de 45 a 48 horas a 35°C £1°C, 3T°C £ 1°C I

LECHE

25 g +225 mL Solcidn
Reguladora de Fosfatos

l I Prueba de coagulasa

e

0.1 mL 0.1 mL

s s

Invertir

las placas e incubar de 45 a 48 horas a 35°C £ 1°C, a7°C ¢

l ’ Prueba de coagulasa

) ——

B.10. Composiciéon y preparacion de medios de cultivo y reactivos.
B.10.1 Agar Baird Parker.

B.10.1.1. Medio base.
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B.10.1.2. Férmula.

Triptona 19
Extracto de carne 5g
Extracto de levadura 19
Piruvato de sodio 19
Glicina 19
Cloruro de litio .6H20 5g
Agar 20g
Agua destilada 1L

pH final 7.0 £ 0.2.

B.10.1.3. Preparacion: Disolver los ingredientes en 950mL de agua destilada con agitacién constante y
calentamiento. Esterilizar 15 min a 121°C. Si se utiliza inmediatamente, mantenerlo fundido a 48-50°C antes
de adicionar los ingredientes de enriquecimiento o almacenar el medio solidificado a 4 + 1°C hasta 1 mes.
Fundir el medio antes de su uso.

Ingredientes de enriquecimiento: telurito y yema de huevo.

Adicionar asépticamente 5mL de yema de huevo-telurito de potasio a temperatura ambiente, a 95mL de la
base fundida. Mezclar bien evitando hacer burbujas y vaciar porciones de 15-18mL en cajas Petri 15 x
100mm. El medio debe ser densamente opaco. Secar las placas antes de su uso. Guardar las placas
preparadas 20-25°C hasta 5 dias.

B.10.2 Emulsion de yema de huevo.
B.10.2.1 Preparacion. (Sdlo si una presentacion comercial no esta disponible)
Utilizar huevos frescos, separar la yema de la clara.

Mezclar las yemas con 4 veces el volumen de agua, calentar la mezcla en un bafio de agua, controlando
la temperatura a 45 + 0.5°C por 2h y dejar reposar por de 18 a 24h de 0 a +5°C, dejar precipitar.

Decantar el sobrenadante liquido y esterilizarlo por filtraciéon, a menos que se haya llevado la separacién
asépticamente. La emulsion puede ser almacenada de 2 a 8°C por no mas de 72h.

B.10.3 Solucion de Telurito de potasio.
B.10.3.1 Férmula.
Telurito de potasio (trioxotelurito dipotasico) 1.0g
Agua 100mL
B.10.3.2 Preparacion: Disolver el telurito de potasio en agua con un minimo calentamiento.
Esterilizar por filtracion.
La solucion puede ser conservada de 2 a 8°C por seis meses.
B.10.4 BHI.
B.10.4.1 Férmula.
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Peptona 1.0g
Infusién cerebro de ternero deshidratado 100mL
Infusién corazoén de res deshidratado 5.0g
Glucosa 2.0g
Cloruro de sodio 5.0g
Fosfato disédico Na2HPO4 2.5g
Agua 1000mL

B.10.4.2 Preparacion: Disolver los componentes o el medio completo comercial en agua hirviendo, ajustar
el pH para que después de la esterilizacion se encuentre entre en 7.4 a 25°C.

Transferir el contenido a tubos o botellas en cantidades iguales a 10mL. Esterilizar el medio por 20 min a
121°C.

El medio puede ser almacenado por 6 meses en condiciones de refrigeracion de 0 a 5°C.
B.10.5 Plasma de Conejo.

B.10.5.1. Preparacion: Utilizar el plasma de conejo que esté disponible comercialmente y rehidratar de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Adicionar el EDTA, en el plasma hidratado.

Si no encuentra plasma de conejo deshidratado comercial diluir plasma de conejo fresco en una
proporcion 1:3 con agua estéril.

Antes de su uso probar cada lote de plasma de conejo con cepas positivas, cepas ligeramente positivas de
S. aureus y con cepas negativas.

B.10.6 Agar Azul de Toluidina.
B.10.6.1 Férmula.

ADN de timo de carnero 0.3g
Agar 10g
CaCl2 (anhidro) 1.1mg
NaCl 10g
Azul de toluidina O 0.083g
Tris (hidroximetil aminometano) 6.1g
Agua destilada 1L

pH 9.0 final

B.10.6.2. Preparacidn: Disolver el Tris (hidroximetil aminometano) en 1L de agua destilada. Ajustar el pH
a 9.0 adicionar los ingredientes restantes a excepcion del azul de toluidina. Calentar a ebulliciéon para disolver
el azul de toluidina en el medio. Distribuir en matraces o tubos de ensaye con tapa de rosca. No es necesario
esterilizar si se usa inmediatamente. El medio estéril es estable a temperatura ambiente por 4 meses y es
satisfactorio después de varios ciclos de fusion.

Este medio se prepara por ingredientes.

B.10.7 Solucion Reguladora de Fosfatos.

B.10.7.1. Férmula.
Fosfato monopotasico 34.0g
Agua destilada 1L
pH final 7.2 £ 0.2

B.10.7.2. Preparacién: Disolver el fosfato en 500mL de agua destilada y ajustar el pH a 7.2 con solucién
de hidréxido de sodio 1N. Llevar a un L con agua destilada. Esterilizar durante 15 min a 121°C £ 1°C.

Para diluciones.

Anadir 1.25mL de solucion concentrada de reguladora de fosfatos a un L de agua destilada y ajustar el pH
a 7.2 distribuir en frascos de dilucion en volimenes de 97mL. Esterilizar a 121°C £ 1°C durante 15 min.
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B.10.8 AST.

B.10.8.1. Formula.
Tripticasa peptona 159
Fitona peptona 59
NaCl 5g
Agar 15¢g
Agua destilada 1L
pH7.3+0.2

B.10.8.2. Preparacion: Suspender los ingredientes en un L de agua destilada. Dejar reposar de 5 a 10
min. Calentar con agitacion constante para disolver el agar. Hervir por 1 min. Distribuir en tubos, cajas o
matraces. Esterilizar a 121°C por 15 min.

Cepas control: E. coliy S. aureus.
B.10.9 Caldo Rojo de Fenol (para fermentacion de carbohidratos).

B.10.9.1. Férmula.

Tripticasa o proteona peptona No. 3 10g
NaCl 5g
Extracto de carne (opcional) 19
Rojo de fenol (7.2 mL de solucién de rojo de fenol al 0.25%) 0.018g
Agua destilada 1L
pH7.4+0.2.

Carbohidrato*

B.10.9.2. Preparacion: Disolver los ingredientes sin el carbohidrato, en 800mL de agua destilada con
calentamiento y agitacion ocasional. Distribuir en volimenes de 2mL en tubos de 13 X 100mm con campana
de Durham. Esterilizar a 121°C por 15min y dejar enfriar. Disolver 20g del carbohidrato en 200mL de agua
destilada y esterilizar por filtro de membrana, adicionar asépticamente 0.5mL del filtrado a cada tubo con
medio esterilizado y enfriado a menos de 45°C, agitar suavemente para mezclar.

B.10.10 Aceite de parafina estéril.
Puede esterilizar por filtracion en membrana de 0.22 ym

Se recomienda el uso de Unidad de filtracion estéril Millex 33mm con membrana MF-Millipore Catalogo
SLGS033SS (0.22 ym) o equivalente.

Apéndice Normativo C.
Método de referencia para el aislamiento de L. monocytogenes.

Establece el método microbiolégico para determinar la presencia de L. monocytogenes a partir de
alimentos para consumo humano nacionales o de importacién.

C.1. INTRODUCCION.

El método para detectar la presencia de L. monocytogenes se basa en el aislamiento y la diferenciacion de
especies de Listeria spp, principalmente por la fermentacion de carbohidratos y la actividad hemolitica de los
miembros de este género.

L. monocytogenes es una bacteria que se desarrolla intracelularmente y es causante de Listeriosis. Es uno
de los patbgenos mas virulentos causante de infecciones alimentarias, con una tasa de mortalidad entre un 20
a 30%, mas alta que casi todas las restantes toxico infecciones alimentarias. L. monocytogenes es un bacilo
corto Gram positivo, que presenta diploformas dispuestas en “V” y anaerobio facultativo capaz de proliferar en
un amplio intervalo de temperaturas (1° a 45°C). Es catalasa positiva y no presenta capsula ni espora. Tiene
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flagelos peritricos, gracias a los cuales presenta movilidad a 30°C o menos, pero es inmovil a 37°C,
temperatura a la cual sus flagelos se inactivan.

Este método permite hacer una estimacion del contenido de L. monocytogenes en los productos de
consumo, se efectia por medio de un pre-enriquecimiento selectivo y después su aislamiento en placas de
medio de cultivo selectivo y diferencial, con la confirmacién mediante pruebas bioquimicas Yy fisiolégicas.

C.2. EQUIPO.
C.2.1. Equipos de esterilizacion de calor humedo y calor seco.
C.2.2. Balanza con capacidad no mayor de 2,500g y sensibilidad de 0.1g.

C.2.3. Incubadoras a las diferentes temperaturas: 25°C + 1°C, 30°C £+ 1°C y 35°C £1°C o 37°C % 1°C.
Bafo de agua con una temperatura controlada de 47°C + 2°C.

C.2.4. Potenciometro.

C.2.5. Homogeneizador peristaltico o licuadora de una o dos velocidades controladas por un reéstato, con
vasos esterilizables (vidrio o aluminio).

C.3. MATERIALES.
C.3.1. Asa de platino o niquel de Aprox. 3mm de diametro o 10pl.

C.3.2. Pipetas graduadas o pipetas automaticas, de diferentes capacidades 10mL, 5mL, con divisiones de
0.5mL y 0.1mL respectivamente protegidas con tapén de algodén.

C.3.3. Pipetas de 1mL, con graduaciones de 0.1mL.

C.3.4. Matraces Erlenmeyer de 500mL y/o capacidad apropiada.

C.3.5. Cajas Petri de vidrio o desechables; diametro 15mm x 100mm y/o de un diametro mayor 140mm.
C.3.6. Cucharas, bisturies, cuchillos y pinzas.

C.3.7. Tubos de ensaye de 16mm x 150mm y de 20mm x 100mm.

C.3.8. Tubos para serologia de 10mm x 75mm o de 13mm x 100mm.

C.3.9. Gradillas para tubos de ensaye.

C.3.10. Mecheros Bunsen o Fisher.

C.3.11. Todo el material que tenga contacto con las muestras bajo estudio debe esterilizarse mediante:
Horno, durante 2h a 170-175°C o autoclave, durante 15 min como minimo a 121°C + 1°C.

C.4. MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS.

C.4.1. Caldo Fraser medio, con reduccion de la concentracion de agentes selectivos.
C.4.2. Caldo Fraser, con completa concentracion de agentes selectivos.
C.4.3. Agar Oxford.

C.4.4. Agar PALCAM.

C.4.5. TSYA.

C.4.6. CTSYE.

C.4.7. Agar sangre de cordero.

C.4.8. Caldo carbohidrato (ramnosa y xilosa).

C.4.9. Agar movilidad.

C.4.10. Solucion de Peréxido de hidrégeno.

C.4.11. PBS.

C.5. CEPAS.

C.5.1. S. aureus ATCC 49444, ATCC 25923, CIP 5710.
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C.5.2. R. equi ATCC 6939, NCTC 1621.
C.5.3. L. monocytogenes ATCC 19115.
C.5.4. L. innocua ATCC 33090.

C.5.5. L. ivanovii.

C.6. CONDICIONES DE PRUEBA.
C.6.1. Muestreo.

Es importante que el laboratorio se cerciore de recibir una muestra representativa y que no haya tenido
dafios o cambios durante el transporte y/o almacenamiento.

El muestreo no es parte del método especificado en el presente método, es recomendable que las partes
involucradas en este punto lleguen a un acuerdo al respecto.

C.6.2. Preparacion de la muestra.

En general, al preparar la suspension inicial, tomar diferentes porciones del alimento, transferirlo al Caldo
Fraser medio, a fin de obtener una relacion 1:10. Pesar 25g o mL a frascos de dilucion con 225mL del Caldo
Fraser medio, para obtener una dilucién 1:10 (masa-volumen o volumen-volumen).

Homogeneizar por 1 0 2 min en licuadora o homogeneizador peristaltico dependiendo del tipo de alimento.
C.7. PROCEDIMIENTO ANALITICO.

C.7.1. Enriquecimiento Primario:

Incubar la suspension inicial (C.6.2) a 30°C + 1°C por 24h + 2h.

Nota: una coloracion obscura puede aparecer, durante la incubacion.

C.7.2. Enriquecimiento Secundario:

Transferir 0.1mL del enriquecimiento primario, después de la incubacioén inicial por 24h + 2h, a un tubo
conteniendo 10mL del Caldo Fraser.

Incubar el medio inoculado por un total de 48h + 2h a 37°C + 1°C.
C.7.3. Siembra en medios Selectivos e Identificacion.

Después de la incubacién, examine el Caldo Fraser para detectar la presencia de L. monocytogenes
mediante la observacion visual de la hidrdlisis de la esculina que al ser positiva obscurece el caldo. Si se tiene
cualquier grado de obscurecimiento.

Del primer enriquecimiento selectivo, después de las 24h + 2h de incubacion, inocular 2 placas de agar
Oxford y 2 placas de PALCAM por estria cruzada.

Del segundo enriquecimiento incubado a 37°C + 1°C por 48 + 2h, inocular 2 placas con agar Oxford y 2
placas con PALCAM por estria cruzada.

Invertir las placas e incubar el agar Oxford y PALCAM a 30°C + 1°C ya 37 + 1°C.

NOTA: Las placas con agar PALCAM se pueden incubar en condiciones de microaerofilia (CO2 5% -12%
02 5%-15%).

C.7.4. Después de la incubacion por 24h; si se observa un crecimiento pobre o si no se observan colonias;
volver a incubar por 18h a 24h. Observar las placas para detectar la presencia de colonias presuntivas de
Listeria spp.

C.7.5. Colonias Tipicas de Listeria spp, en agar Oxford; por lo general crecen a las 24h se observan
pequefias (1mm) grisaceas, rodeadas por un halo oscuro. Después de las 48h de incubacion, las colonias se
tornan obscuras con posible brillo verdoso con aproximadamente 2mm de diametro, con halos negros y
centros hundidos.

C.7.6. Colonias tipicas de Listeria spp en agar PALCAM; para placas incubadas en anaerobiosis dejarlas
expuestas las placas al aire por 1h, para que recuperen su color de rosa a purpura. Después de 24h se
observa a Listeria spp. como colonias muy pequenas grisaceas o un verde olivo de aproximadamente 1.5 a
2mm de diametro, a veces con centros negros, pero siempre con halos oscuros. Después de 48h las colonias
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de Listeria spp se observan de color verde de aproximadamente 1.5 a 2mm de diametro, con el centro
hundido y rodeadas de un halo negro.

C.7.7. Pruebas Auxiliares Confirmatorias de Listeria spp.

C.7.7.1. Seleccion de Colonias para su confirmacion: Tomar de cada placa de agares selectivos, 5
colonias sospechosas de Listeria spp. Si se tiene que alguna de las placas tiene menos de 5 colonias
presuntivas, tomar para su confirmacion todas las colonias que hayan crecido.

C.7.7.2. Aislamiento: Inocular por estria cruzada, para obtener colonias aisladas en cajas con TSYEA.
Incubar estas placas en una incubadora a 37°C + 2°C por 18h a 24h o hasta que el crecimiento sea
satisfactorio (no mas de 72h).

Las colonias tipicas se observan de 1mm a 2mm de diametro, convexas, incoloras y opacas con borde
entero. Si no se obtiene un buen aislamiento, proceder a sembrar nuevamente otra colonia sospechosa de los
medios selectivos.

C.7.7.3. Luz de Henry: Esta prueba tiene caracter informativo examinar las placas para TSYEA con
colonias tipicas, con el sistema 6ptico Henry se trata de hacer incidir luz transmitida oblicuamente con una
lampara de luz blanca lo suficientemente potente como para iluminar la placa y en un angulo de 45°. Las
colonias aparecen de color azul-gris a azul. El uso de las colonias de control positivo y negativo es
recomendado. La placa puede ser observando a simple vista pero el uso de un microscopio de diseccién o
lupa es preferible.

Nota: La luz de Henry puede ser mejor percibida si el TSYEA es delgado aproximadamente 15mL/placa.

Cbservar hacia abajo en
linea recta

(_\ Fuente de luz blanca | I Placa

C.7.7.4. Reaccion de Catalasa: Tomar una colonia aislada y suspenderla en una gota de solucién de
peroxido de hidrogeno. La inmediata formacion de burbujas indica una reaccion positiva.

Precaucion: la agitacion del reactivo con la suspension del microorganismo debe hacerse con un asa de
plastico o palillo de madera estéril, evitando el contacto del metal con el reactivo.

C.7.7.5. Tinciéon de Gram: Realizar la tincion de Gram a una colonia aislada obtenida en TSYA, se
deberan observar bacilos cortos Gram Positivos.

C.7.7.6. Prueba de Movilidad: Tomar una colonia aislada de TSYA, y suspenderla en un tubo
conteniendo CST con extracto de levadura. Incubar a 25°C £ 1°C por 8h a 24h o hasta que se observe el
medio turbio. Depositar una gota de este cultivo entre un portaobjetos y cubreobjetos y examinar en el
microscopio. Listeria spp. se observan como bacilos cortos con un movimiento giratorio (trumbling). Cultivos
incubados a la temperatura de 25°C + 1°C pueden ser falsos positivos al exhibir dicho movimiento: se
recomienda siempre comparar el cultivo de prueba con cepas conocidas de cocos, bacilos largos o cortos con
una movilidad rapida de nado y que no es caracteristico de Listeria spp.

C.7.7.6.1. Prueba alternativa de movilidad: utilizando un asa recta, inocular el agar de movilidad picando
una colonia obtenida en TSYEA. Incubar por 48h a 25°C + 1°C. Examinar el crecimiento alrededor de la
picadura. Debido al tipico movimiento de Listeria spp. da como resultado un crecimiento caracteristico en
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forma de sombrilla. Si el crecimiento no es suficiente, incubar por 5 dias adicionales y observar la picadura al
término de ese tiempo.

C.7.8. Confirmacién de L. monocytogenes

C.7.8.1. Prueba de hemodlisis: Si las caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas, asi como la catalasa son
indicativos de Listeria spp, inocular una placa con agar sangre de carnero al 5% para determinar la actividad
hemolitica. Las placas de agar sangre no deben presentar agua de condensacién en la superficie del medio.
Dibujar una cuadricula de 20 a 25 espacios en el anverso de la placa de agar sangre de carnero al 5%. Tomar
una colonia aislada obtenida en TSYA e inocular por picadura un cuadro por cada cultivo a probar.
Simultaneamente utilizar cepas control positiva (L. monocytogenes) y negativas (L. innocua). Después de la
incubacién a 35°C £ 2°C por 24h + 2h, examinar las cepas de prueba y los controles. L. monocytogenes
produce una zona ligeramente clara alrededor del punto de la picadura (B-hemdlisis); L. innocua no muestra
una zona clara alrededor de la picadura. L. ivanovii usualmente se observa una zona ancha, clara y delimitada
de B-hemdlisis. Examinar las placas con una luz brillante para poder comparar las cepas de prueba con los
controles.

C.7.8.2. Utilizacion de Carbohidratos (ramnosa y xilosa): Utilizando una asa bacterioldgica, inocular
cada uno de los caldos de carbohidratos a probar usando colonias aisladas en TSYA. Incubar a 35°C £ 2°C
por 5 dias. Una reaccioén positiva se caracteriza por la produccién de acido y cambio de color a amarillo que
ocurre dentro de las primeras 24 a 48h, si después de 48h de incubacion no se observa una reaccion positiva
clara, dejar incubar hasta 5 dias (alternativamente pueden utilizarse sistemas de bioquimicas miniaturizadas o
métodos de biologia molecular).

C.7.8.3. Prueba de CAMP: En una placa de agar sangre de carnero sembrar una estria de la cepa de S.
aureus y otra linea paralela de R. equi, separadas lo suficiente para que entre éstas pueda estriarse la cepa
sospechosa de Listeria, sin que lleguen a tocarse entre si (Ver figura C.1). Simultaneamente probar cepas
control: L. monocytogenes, L. innocua y/o L. ivanovii. Incubar las placas a 35°C + 2°C por 12 a 18h. Observar
el sinergismo entre las hemodlisis de S. aureus, R. equi y Listeria que se manifiesta como una zona hemolitica
intensa. La figura C.1. Muestra la disposicién de las estrias de los cultivos en una placa de la prueba de
CAMP. La hemolisis de L. monocytogenes y Listeria seeligeri se incrementa cerca de la estria de S. aureus y
la hemodlisis de L. ivanovii se aumenta cerca de la estria de R. equi. Las especies restantes de Listeria no son
hemoliticas en esta prueba.

Figura C.1. Inoculacion e Interpretacién de la prueba de CAMP.
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C.8. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.
C.8.1. Interpretacion de las propiedades morfoldgicas y fisiolégicas de las reacciones Bioquimicas.

Todos las especies de Listeria spp son colonias pequefas, bacilos Gram positivos con movilidad rotativa y
catalasa positiva. L. monocytogenes se distingue de otras especies por las caracteristicas enlistadas en la
tabla C.1.

Para fines de vigilancia sanitaria, los aislamientos que sean considerados como L. monocytogenes deben
ser enviados al laboratorio de referencia de la COFEPRIS (CCAyAC) para realizar tipificacion.

Tabla C.1. Pruebas para la identificacion de Listeria spp.
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Especies

Hemolisis
L. monocytogenes +
L. innocua =
L. vanowil +
L. sesfiger (+}
L. welshimeri -

L. grayi subsp, gravi -
L. grayl subs. murrayl -

W oreaccin vanable

(+): reaccidn deébil

+:= O0% de reaceidn positive
-2 5in reaccidn

Produccion de

acido
Ramnosa Xilosa
¥ -
W -
- +
- +
W +

Prueba de CAMP

R.
8. aureus squi

Mota: Existen cepas exiranas de L monocytogenes [as cuales no muestran B-hemdliss o una reaccidn
postive a la prueba de CAMP, bapo las condiciones descnlas en el presenle apéndice normativo C.

C.8.2. Cultivos Control.

C.8.3. Con el fin de comprobar la habilidad del pre-enriquecimiento y la identificacion de Listeria spp, se
recomienda analizar junto con la prueba cepas control negativo como S. aureus y positivo como L.

monocytogenes.

C.8.4. Expresion de Resultados.

C.8.5. De acuerdo con la interpretacion de los resultados, informar la presencia o ausencia de L.
monocytogenes en la muestra de ensayo, especificando la masa en g o el volumen en mL de la muestra

ensayada.

C.9. Composicion y preparacién de medios de cultivo y reactivos.

C.9.1. Caldo Fraser Medio.
C.9.1.1. Medio Base.
C.9.1.1.1. Férmula.
Peptona de Carne
Triptona
Extracto de Carne de Res
Extracto de Levadura

Cloruro de Sodio

Fosfato de sodio monobasico di hidratado

Fosfato de Potasio di basico
Esculina

Agua

5.0g
5.0g
5.0g
5.0g
20.0g
12.0g
1.35g
1.0g
1000mL

C.9.1.1.2. Preparacion: Disolver los componentes de la base en agua, calentando si es necesario. Ajustar
el pH, si es necesario para que después de la esterilizacion el pH se encuentre entre 7.2 + 0.2 a 25°C.
Dispensar la base en matraces con capacidad apropiada para la prueba. Esterilizar por 15 min en la autoclave

a121°C.
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Nota: Se debera adicionar la solucién de cloruro de litio y la soluciéon de acido nalidixico después de la
esterilizacion del medio base.

C.9.1.2. Solucion de Cloruro de litio.
C.9.1.2.1. Férmula.
Cloruro de litio 3.0g
Agua 100mL
C.9.1.2.2. Preparacion: Adicionar el cloruro de litio al agua. Esterilizar por filtracion.
C.9.1.3. Solucion de &cido nalidixico.
C.9.1.3.1. Férmula.
Sales de acido nalidixico sédico 0.1g
Solucién de Hidréxido de sodio. 0,05 mol/L 10mL

C.9.1.3.2. Preparacion: Disolver las sales de acido nalidixico en la solucién de hidroxido de sodio.
Esterilizar por filtracion.

C.9.1.4. Solucion de clorhidrato de acriflavina.

C.9.1.4.1. Férmula.
Clorhidrato de acriflavina 0.25g
Agua 100mL

C.9.1.4.2. Preparacion: Disolver el clorhidrato de acriflavina en una porciéon de agua. Esterilizar por
filtracion.

C.9.1.5. Solucion de citrato, amonio hierro lIl.
C.9.1.5.1. Férmula.
Citrato de amonio hierro i 5.0g
Agua 100mL
C.9.1.5.2. Preparacion: Disolver el Citrato de amonio hierro Il en el agua. Esterilizar por filtracion.
C.9.1.6. Medio Completo.
C.9.1.6.1. Férmula.

Medio Base 100mL
Solucién de Cloruro de Litio 1.0mL
Solucién de acido nalidixico 0.1mL
Solucién de clorhidrato de acriflavina 0.5mL
Solucion de citrato, amonio hierro Il 1.0mL

C.9.1.6.2. Preparacion: Agregar las cuatro soluciones por cada porcion de 100mL de base
inmediatamente antes de usar.

C.9.2. Caldo Fraser.
C.9.2.1. Medio Base.
C.9.2.1.1. Férmula

Peptona de Carne 5.0g
Triptona 5.0g
Extracto de Carne de Res 5.0g
Extracto de Levadura 5.0g
Cloruro de Sodio 20.0g

Fosfato de sodio monobasico dihidratado 12.0g
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Fosfato de Potasio dibasico 1.35g
Esculina 1.0g
Cloruro de litio 3.0g
Sal de sodio o acido nalidixico 0.02¢g
Agua 1000mL

C.9.2.1.2. Preparacion: Disolver los componentes de la base en agua, puede usarse calentamiento.
Ajustar el pH, cuando se requiera para que después de la esterilizacion el pH se encuentre entre 7.2 £ 0.2 a
25°C. Dispensar la base en matraces con capacidad apropiada para la prueba. Esterilizar por 15 min en la

autoclave a 121°C.

C.9.2.2. Solucion de clorhidrato de acriflavina.

C.9.2.2.1. Férmula.
Clorhidrato de acriflavina

Agua

0.25g
100mL

C.9.2.2.2. Preparacion: Disolver el clorhidrato de acriflavina en una porciéon de agua. Esterilizar por

filtraciéon

C.9.2.3. Solucioén de citrato, amonio hierro Il

C.9.2.3.1. Férmula.
Citrato de amonio hierro I

Agua

5.0g
100mL

C.9.2.3.2. Preparacion: Disolver el Citrato de amonio hierro Ill en el agua. Esterilizar por filtracion.

C.9.2.4. Medio Completo.

C.9.2.4.1. Preparacion: Antes de usar afiadir a cada tubo con 10mL del medio base 0.1mL de las
soluciones de Clorhidrato de acriflavina y solucién de citrato de amonio hierro Ill. Mezclar vigorosamente.

C.9.3. Agar Oxford.
C.9.3.1. Agar Base.
C.9.3.1.1. Férmula.

Peptonas 23.0g
Almidon 1.0g
Cloruro de sodio 5.0g
Extracto de Levadura 3.0g
Agar De 9 a 18g("
D-glucosa 0.5¢g
D-manitol 10.0g
Esculina 0.8g
Citrato de amonio, hierro I 0.5g
Rojo de Fenol 0.08g
Cloruro de Litio 15.0g
Agua 960mL

() Dependiendo de la fuerza gel del agar.

C.9.3.1.2. Preparacion: Disuelva los componentes o el medio deshidratado completo en agua hirviendo.
Ajuste el pH si es necesario para que después de la esterilizacion el pH se encuentre entre 7.2 + 0.2 a 25°C.
Esterilizar por 15 min en la autoclave a 121°C.

C.9.3.2. Suplemento para 1000mL del Agar Oxford.
C.9.3.2.1. Férmula.
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Cicloheximida

Sulfato de Colistina
Clorhidrato de Acriflavina
Cefotetan

Fosfomicina

Etanol

Agua

400mg
20mg

5.0mg
2.0mg
10mg

5.0mL
5.0mL

C.9.3.2.2. Preparacion: Disuelva los componentes o el medio deshidratado completo en una mezcla de

etanol-agua. Esterilizar por filtracion.
C.9.3.3. Medio completo.

C.9.3.3.1. Preparacion: Enfriar la base a aproximadamente 47°C y agregue el suplemento asépticamente.
Vierta el medio en cajas Petri, en aproximadamente 15mL. Aimacene el medio en oscuridad, evite el contacto

con la luz.

C.9.4. Agar PALCAM.

C.9.4.1. Agar Base.

C.9.4.1.1. Férmula.
Peptona de Carne
Triptona
Extracto de Carne de Res
Extracto de Levadura
Cloruro de Sodio
Fosfato de sodio monobasico dihidratado
Fosfato de Potasio dibasico
Esculina
Cloruro de litio
Sal de sodio o 4cido nalidixico

Agua

5.0g
5.0g
5.0g
5.0g
20.0g
12.0g
1.35g
1.0g
3.0g
0.02g
1000mL

C.9.4.1.2. Preparacion: Disolver los componentes de la base en agua, calentando si es necesario. Ajustar
el pH, si es necesario para que después de la esterilizacion el pH se encuentre entre 7.2 £ 0.2 a 25°C.
Dispensar la base en matraces con capacidad apropiada para la prueba. Esterilizar por 15 min en la autoclave

a 121°C.
C.9.4.2. Solucién de Sulfato de Polimixina B.
C.9.4.2.1. Férmula.
Sulfato de Polimixima B (100, 000 Ul)
Agua

0.1g
100mL

C.9.4.2.2. Preparacion: Disolver el Sulfato de Polimixina B en agua. Esterilizar por filtracion.

C.9.4.3. Solucion de Clorhidrato de Acriflavina.
C.9.4.3.1. Férmula.
Clorhidrato de Acriflavina

Agua

0.05¢g
100mL

C.9.4.3.2. Preparacion: Disolver el Clorhidrato de Acriflavina en agua. Esterilizar por filtracion.

C.9.4.4. Solucioén de Ceftazidima Sddica Pentahidratada.
C.9.4.4.1. Fébrmula.
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Ceftazidima sodica Pentahidratada

Agua

0.116g
100mL

C.9.4.4.2. Preparacion: Disuelva la ceftazidima sodica Pentahidratada en agua. Esterilice por filtracion.

C.9.4.5. Medio completo.
C.9.4.5.1. Férmula.

Base Agar PALCAM 960mL
Solucion de sulfato de polimixina B 10mL
Solucion de Clorhidrato de Acriflavina 10mL
Solucion de Ceftazidima sédica pentahidratada 2mL

C.9.4.5.2. Preparacion: A la base de agar fundida a 45°C agregar las 3 soluciones, mencionadas en la
férmula, mezclar vigorosamente entre cada adicion. Para la preparacion en placa afiadir al nimero apropiado
de cajas Petri aproximadamente 15mL del medio completo recién preparado, permita solidificar. Almacene el
medio lejos de la luz.

C.9.5. Agar TSYE.
C.9.5.1. Férmula.

Caldo triptona soya (" 30g
Extracto de levadura 6.0g

Agar de 9 a 18g@
Agua 1000mL
Triptona 17.0g
Peptona de Soya 3.0g

Cloruro de sodio 5.0g

Fosfato de potasio 2.5g
Glucosa 2.59

Dependiendo de la fuerza del agar

C.9.5.2. Preparacion: Disuelva los componentes o el medio completo deshidratado en agua hirviendo.
Ajustar el pH si es necesario a modo que después de la esterilizacion sea de 7.3 + 0.2 a 25°C. vierta el medio
en tubos de capacidad apropiada, para las pruebas. Esterilice por 15 min en autoclave a 121°C. Colocar los
tubos en una posicién inclinada. Dispensar en cajas Petri aproximadamente 15mL y dejar solidificar.

C.9.6. CTSYE.
C.9.6.1. Férmula.

Caldo triptona soya () 30g
Extracto de levadura 6.0g
Agua 1000mL
Triptona 17.0g
Peptona de Soya 3.0g
Cloruro de sodio 5.0g
Fosfato de potasio 2.5g
Glucosa 2.5g

C.9.6.2. Preparacion: Disuelva los componentes o el medio completo deshidratado en agua hirviendo.
Ajustar el pH si es necesario a modo que después de la esterilizacion sea de 7.3 £ 0.2 a 25°C. Vierta el medio
en matraces, frascos o tubos de capacidad apropiada para las pruebas. Esterilice por 15 min en autoclave a
121°C.

C.9.7. Agar Sangre de cordero.
C.9.7.1. Férmula.
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Peptona de carne 159
Digerido de higado 2.5g
Extracto de levadura 59

Cloruro de sodio 5g

Agar de 9 a 18g™
Agua 1000mL
Sangre de Cordero Desfibrada 100mL

() Dependiendo de la fuerza del agar

C.9.7.2. Preparacién: Disuelva los componentes en agua hirviendo con excepcion de la sangre. Ajustar el
pH si es necesario a modo que después de la esterilizacion sea de 7.2 £ 0.2 a 25°C vierta el medio en
matraces de capacidad apropiada, para las pruebas. Esterilice por 15 min en autoclave a 121°C. Agregar la
sangre desfibrinada a la base previamente atemperada a 47°C, mezclar bien. Vierta el medio en cajas Petri en
proporciones adecuadas para las pruebas, permita solidificar.

C.9.8. Caldo Carbohidratos (Ramnosay Xilosa).
C.9.8.1. Medio Base.
C.9.8.1.1. Férmula.

Proteasa de Peptona 10g
Extracto de Carne 19
Cloruro de sodio 5g
Purpura de Bromocresol 0.02g
Agua 1000mL

C.9.8.1.2. Preparacion: Disuelva los componentes en agua, calentar si es necesario. Ajustar el pH a
modo que después de la esterilizacion sea de 6.8 + 0.2 a 25°C. Vierta el medio en tubos de capacidad
apropiada, para las pruebas. Esterilice por 15 min en autoclave a 121°C.

C.9.8.2. Solucion de Carbohidrato.

C.9.8.2.1. Férmula.
Carbohidrato (L-Ramnosa o D-Xilosa) 5g
Agua 100mL

C.9.8.2.2. Preparacion: Disuelva por separado cada carbohidrato en 100mL de agua, esterilizar por
filtracion.

C.9.8.3. Medio Completo.

C.9.8.3.1. Preparacion: En condiciones asépticas para cada carbohidrato agregue xmL de solucién del
carbohidrato a 9xmL de la base.

C.9.9. Agar de Movilidad.
C.9.9.1. Férmula.

Peptona de Caseina 20.0g
Peptona de Carne 6.1g
Agar 3.5g
Agua 1000mL

C.9.9.2. Preparacion: Disuelva los componentes en agua hirviendo. Ajustar el pH si es necesario a modo
que después de la esterilizacion sea de 7.3 + 0.2 a 25°C. Vierta el medio en tubos en cantidades de 5mL y
esterilice por 15 min en autoclave a 121°C.

C.9.10. Solucién de Per6xido de Hidrégeno.

C.9.10.1. Preparacion: Utilizar 10 volumenes de solucion al 3% masa / masa
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C.9.11. PBS.
C.9.11.1. Férmula.

Fosfato de Sodio monobasico Dihidratado 8.98¢g
Fosfato de sodio Dibasico 2.71g
Cloruro de Sodio 8.5¢g
Agua 1000mL

C.9.11.2. Preparacion: Disuelva los componentes en agua. Ajustar el pH si es necesario a modo que
después de la esterilizacion sea de 7.2 + 0.2 a 25°C. Esterilizar por 15 min en autoclave a 121°C.

Apéndice Normativo D.
Método alternativo para el recuento de Enterococos en agua.
D.1. INTRODUCCION.

Este grupo fue separado del resto de los estreptococos fecales debido a que son relativamente especificos
para la contaminaciéon fecal. Sin embargo, algunos enterococos intestinales aislados de agua, pueden
ocasionalmente tener un origen de otras fuentes, incluyendo suelos aun en ausencia de contaminacién fecal.
El grupo enterococo intestinal puede ser usado como un indice de contaminacion fecal.

Los enterococos intestinales son relativamente tolerantes al cloruro de sodio y pH alcalino. La mayoria de
las especies no se multiplican en agua. La ventaja de este grupo es su tendencia a sobrevivir en medios
acuaticos mas que E. coli, son mas resistentes a la desecacion y a la clorinacion.

La presencia de enterococos intestinales evidencia una contaminacion fecal reciente, asi como la
necesidad de llevar a cabo acciones en aquellas fuentes de abastecimiento con un inadecuado tratamiento de
potabilizacion.

En la presente norma se describen tres técnicas para cuantificar y estimar la presencia de enterococos en
agua para uso y consumo humano, agua envasada y hielo, agua de uso recreativo (dulce y salobre): 1.
Técnica de filtracion por membrana, 2. Técnica del niumero mas probable y 3. Técnica del sustrato
cromogénico definido.

Es un método de estimacion probabilistica de la densidad bacteriana presente en una muestra, basada en
la diluciéon de la misma y sembrada en réplicas de tubos con caldo selectivo (caldo azida dextrosa), en los
cuales después de un periodo de incubacion de 24h - 48h a 35° C + 0.5°C, se observa la presencia de
turbiedad en cada tubo.

La prueba confirmativa consiste en sembrar cada uno de los tubos que presenten turbiedad, en medio
selectivo para enterococos de Pfizer. Después de un periodo de incubacion, las colonias de color café a negro
y un halo café debido a la hidrélisis de la esculina, son sembradas en caldo BHI con 6.5% de NaCl e
incubadas a 45°C + 0.5°C. El desarrollo en este medio confirma la presencia de enterococos.

D.2. MATERIALES.

D.2.1. Botellas de dilucién de vidrio de boro silicato o frascos de polipropileno.
D.2.2. Pipetas seroldgicas de 10mL.

D.2.3. Pipetas seroldgicas de 1mL.

D.2.4. Asas bacteriolégicas.

D.2.5. Tubos de ensaye de 16 x 150mm con tapén de rosca.

D.2.6. Cajas Petri de vidrio de borosilicato o plastico estériles de 100 X 150mm.
D.2.7. Propipeta.

D.2.8. Gradillas.

D.3. APARATOS E INSTRUMENTOS.

D.3.1. Incubadora que evite variaciones mayores de + 0.5°C con termdmetro calibrado o verificado.
D.3.2. Autoclave.

D.3.3. Balanza granataria con sensibilidad de al menos 0.1g.

D.4. MEDIOS DE CULTIVO.
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D.4.1. Caldo Azida Dextrosa.

D.4.2. ASPE

D.4.3. BHI

D.5. PROCEDIMIENTO ANALITICO.

D.5.1. MEDIDAS DE SEGURIDAD.

Seguir las indicaciones precautorias que se sefialan en el apartado de preparacion de medios de cultivo.
D.5.2. MEDIDAS DE CONTROL DE CALIDAD.

El laboratorio debe tener implementado un sistema de control de calidad para asegurar que los materiales,
equipos, reactivos, medios de cultivo y técnicas sean adecuados para la prueba.

D.5.3. INDICES DE REPRODUCIBILIDAD Y REPETIBILIDAD.

Basado en una distribucion normal, el 95% de las medias de cada grupo de resultados analiticos deben
estar entre +2 y -2 desviaciones estandar con respecto a la media de las medias.*

La precisién del analista debera estar dentro de un 5%*.

*Fuente: Manual of food quality control12. Quality assurance in the food control microbiological laboratory.
Food and Agriculture Organization. FAO.

D.5.4. RECOMENDACIONES GENERALES PREVIAS AL ANALISIS DE LA MUESTRA.

Homogeneizacion de la muestra.- Las muestras en frascos con un espacio vacio (de al menos 2.5cm),
pueden homogeneizarse por inversién rapida 25 veces. Las muestras en frascos que tengan de % a % de
lleno, deberan agitarse 25 movimientos de arriba abajo en un arco de 30cm completados en un tiempo de
7seg, para asegurar una unidad analitica representativa.

D.5.5. CONDICIONES DE PRUEBA.

Trabajar en condiciones asépticas en un area limpia y descontaminada. Todo el material que esté en
contacto con la muestra debe estar estéril.

D.5.6. PREPARACION DE LA MUESTRA.

Descontaminar el exterior de los contenedores de la muestra con etanol o isopropanol al 70%. Realizar
diluciones decimales cuando se estime que la carga de enterococos es alta.

D.5.7. Prueba presuntiva.

D.5.7.1. El tamafio de la porcién de muestra analizada dependera de su tipo (agua para uso y consumo
humano, agua envasada y hielo). Utilizar 5 porciones de 20mL o 10 porciones de 10mL inoculados a tubos
con caldo azida dextrosa (consultar la seccion de medios de cultivo para las concentraciones). Incubar a 35°C
+ 0.5°C por 24h a 48h. La presencia de turbiedad en los tubos debida al desarrollo microbiano, se considera
como prueba presuntiva positiva.

D.5.8. Prueba confirmativa.

D.5.8.1. A partir de los tubos con turbiedad, transferir una asada a placas de ASPE. Incubar las placas
invertidas a 35°C + 0,5°C por 24h. El desarrollo de colonias de color café oscuro a negro con halos cafés,
confirman la presencia de estreptococos fecales. Transferir las colonias caracteristicas a tubos con caldo BHI
con 6,5% de NaCl. Incubar a 45°C = 0.5°C. El crecimiento en este medio confirma la presencia de
enterococos.

D.5.9. Célculos.

D.5.9.1. Calcular la densidad de Enterococos por el nimero mas probable en 100mL con el nimero de
tubos confirmados consultando las tablas 1 o 2.
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Mo, de Tubos rR P O0mL 95% de Limite de Confianza (aproximado)

positives Inferior Superiar
0 =11 - 2.5
1 1.1 0,051 5.4
z 2.6 0,40 g.4
3 4.5 1.0 13
4 8.0 2.1 23
<) =20 2.4 -

Referencia: American Public Health Association. Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater. 21" edition 2005. Washington DC.

Tabla 0.2 Nimero mas probable por 100mL  de muestra e intervalos de confianza del
95% , wtiizando 10 tubos con 10mL de muestra.

Litnite de confianza

Mo, de tubos positivos BB P 00mL i )
Inferior Superior

1] =11 - 3.4
1 1,1 0,051 54
2 22 0,37 8,2
3 36 0,591 a7
4 51 1,6 13
5 | 25 14
B 52 33 14
7 12 48 24
8 16 58 34
g 23 81 53
10 =23 13 -

Referencia: American Public Health Association. Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater. 21™" edition 2005. Washington DC.

D.5.9.2. Considerar en el resultado final la(s) dilucidon(es) realizadas, cuando proceda.

D.5.9.3. Para el caso de agua para uso recreativo utilizar 5 tubos con caldo azida dextrosa por cada
porcion de 10mL, 1mL y 0,1fmL de muestra. Para inéculos de 10mL de agua, preparar el medio a doble
concentracion y para volumenes de 1mL y 0.1mL a concentracion sencilla. Hacer diluciones decimales de la
muestra cuando se considere necesario con solucion reguladora de fosfatos o agua peptonada. Incubar a
35°C £ 0.5°C por 24h a 48h. La presencia de turbiedad en los tubos debida al desarrollo microbiano, se
considera como prueba presuntiva positiva. Continuar como se indica para la prueba confirmativa.

D.5.9.4. Calcular la densidad de Enterococos por el niumero mas probable en 100mL con el nimero de
tubos confirmados consultando la tabla D.3.

Tabla No. D.3 NMP para 100mL de muestra cuando se usan 5 porciones en cada una de 3
diluciones con series geométricas.

No. de Tubos Positivos No. de Tubos Positivos No. de Tubos Positivos No. de Tubos Positivos No. de Tubos Positivos No. de Tubos Positivos

10mL 1mL 0.1mL NMP 10mL | 1mL | 0.ImL NMP 10mL | 1mL | 0.1mL NMP 10mL | 1mL | 0.1mL NMP 10mL | 1mL | 0.1mL NMP 10mL imL | 0.1mL NMP

0 <18 1 0 78 4 0 13 5 0 23

ole|o|o]|e|e
ole|o|o]|e|e
olo|o|o]|e |e

ole|e|o]e|e

0
1
2
3 12
4
5

olo|le|o]e|e

1
2
3 25
4
5

alala o |a

1
2
3 58
4
5

ole oo |e

oloe|o oo |

als e |n ]| |o
@

[NT PN PN NS PN

w o o o |w

als e s |-
5

1 1 4
2 1 4
3 54 1 4
4 1 4
5 1 4
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0 1 0 18 1 1 0 4 2 1 0 6,8 3 1 0 11 4 0 17 5 1 0 33
0 1 1 36 1 1 1 6,1 2 1 1 92 3 1 1 14 4 1 21 5 1 1 46
0 1 2 55 1 1 2 81 2 1 2 12 3 1 2 17 4 2 26 5 1 2 64
0 1 3 73 1 1 3 10 2 1 3 14 3 1 3 20 4 3 31 5 1 3 84
0 1 4 91 1 1 4 12 2 1 4 17 3 1 4 23 4 4 35 5 1 4 110
0 1 5 11 1 1 5 14 2 1 5 19 3 1 5 27 4 5 42 5 1 5 130
0 2 0 37 1 2 0 6,1 2 2 0 93 3 2 0 14 4 0 22 5 2 0 49
0 2 1 55 1 2 1 82 2 2 1 12 3 2 1 17 4 1 26 5 2 1 70
0 2 2 74 1 2 2 10 2 2 2 14 3 2 2 20 4 2 32 5 2 2 95
0 2 3 92 1 2 3 12 2 2 3 17 3 2 3 24 4 3 38 5 2 3 120
0 2 4 11 1 2 4 15 2 2 4 19 3 2 4 27 4 4 44 5 2 4 150
0 2 5 13 1 2 5 17 2 2 5 22 3 2 5 31 4 5 50 5 2 5 180
0 3 0 56 1 3 0 83 2 3 0 12 3 3 0 17 4 0 27 5 3 0 79
0 3 1 74 1 3 1 10 2 3 1 14 3 3 1 21 4 1 33 5 3 1 110
0 3 2 93 1 3 2 13 2 3 2 17 3 3 2 24 4 2 39 5 3 2 140
0 3 3 11 1 3 3 15 2 3 3 20 3 3 3 28 4 3 45 5 3 3 180
0 3 4 13 1 3 4 17 2 3 4 22 3 3 4 31 4 4 52 5 3 4 210
0 3 5 15 1 3 5 19 2 3 5 25 3 3 5 35 4 5 59 5 3 5 250
0 4 0 75 1 4 0 11 2 4 0 15 3 4 0 21 4 0 34 5 4 0 130
0 4 1 94 1 4 1 13 2 4 1 17 3 4 1 24 4 1 40 5 4 1 170
0 4 2 11 1 4 2 15 2 4 2 20 3 4 2 28 4 2 47 5 4 2 220
0 4 3 13 1 4 3 17 2 4 3 23 3 4 3 32 4 3 54 5 4 3 280
0 4 4 15 1 4 4 19 2 4 4 25 3 4 4 36 4 4 62 5 4 4 350
0 4 5 17 1 4 5 22 2 4 5 28 3 4 5 40 4 5 69 5 4 5 430
0 5 0 94 1 5 0 13 2 5 0 17 3 5 0 25 4 0 41 5 5 0 240
0 5 1 11 1 5 1 15 2 5 1 20 3 5 1 29 4 1 48 5 5 1 350
0 5 2 13 1 5 2 17 2 5 2 23 3 5 2 32 4 2 56 5 5 2 540
0 5 3 15 1 5 3 19 2 5 3 26 3 5 3 37 4 3 64 5 5 3 920
0 5 4 17 1 5 4 22 2 5 4 29 3 5 4 41 4 4 72 5 5 4 1600
0 5 5 19 1 5 5 24 2 5 5 32 3 5 5 45 4 5 81 5 5 5 >1600
Referencia: AOAC 18 ° Edicion. Revision 2, 2007.

D.5.10. Interpretacion de resultados.

El crecimiento en caldo BHI con 6.5% de NaCl
enterococos.

D.6. Criterios de validez de la prueba.

incubado a 45°C +

1°C confirma la

presencia de

Esta prueba tiene validez cuando todos los tubos de la menor dilucién sean positivos y todos los tubos de
la dilucion mayor sean negativos o la combinacion de ambos cuando la muestra contenga enterococos o
cuando se trate de un cultivo control inoculado con 100 UFC.

D.7. Informe de prueba.

Informar como: Enterococos NMP/100mL.
D.8. MEDIOS DE CULTIVO.
D.8.1. Caldo Azida Dextrosa.
D.8.1.1. Férmula.

Extracto
came

Trptona o
pollpeptona

Glucosa

MacCl

Azida de
MHaM,

Sodlo,

Agua

Concentracion
1%

imL o D.1miL de
muesira con
10mL de caldo

4.59

Concentracion
2%
10mL  muestra
con 10mL de
caloo.
2,0g
30.0g
15,0g
15,09
0,49
L

Concentracion
X
2omL de
muesira o
10mL de caldo.
13,59
4s5,0g
22,59
22,59
0.69
L

Concentrackon
(3
100mL de
miuesta con
20mL de caldo.
27.0g
20,0g
45,09
45,09
1.2g
L
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D.8.1.2. Preparacidn: Disolver los ingredientes en un L de agua. Esterilizar a 121°C durante 15min. El pH
después de la esterilizacion debe ser de 7,2 + 0,2 a 25°C.

D.8.9. ASPE.

D.8.2.1. Férmula.

Ingredientes Cantidad
Peptona C 17,09
Peptona B 3,09
Extracto de Levadura 5,0g
Bilis bacterioldgica 10,09
Cloruro de Sodio 5.0g
Citrato de Sodi 1,0g
Esculina 1,09
Citrato Férrico amonico 0,59
Azida de Sodio, NaN3 0,25¢g
Aga 15,09
Agua 1,0L

D.8.2.2. Preparacidn: Disolver los ingredientes en un L de agua. Esterilizar a 121°C durante 15min. El pH
después de la esterilizacion debe ser de 7,1 + 0,2 a 25°C. Dejar enfriar y mantener el medio no mas de 4h
antes de vaciarlo a una temperatura de 45°C a 50°C.

D.8.10. BHI con 6.5% de NaCl.
D.8.3.1. Formula.

Ingredientes Cantidad
Infusion de cerebro de ternera 200,0¢g
Infusion de corazoén de res 250,09
Proteosa peptona 10,09
Glucosa 2,0g
Cloruro de sodio NaCl 65,09
Fosfato disodico hidrogenado Na2HPO4 2,59
Agua 1L

D.8.3.2. Preparacién: Disolver los ingredientes en un L de agua. Distribuir en tubos de ensaye. Esterilizar
a 121°C durante 15 min. El pH después de la esterilizacién debe ser de 7,4 + 0.2.

Apéndice Normativo E.
Método de referencia “ Sustrato fluorogénico para determinar enterococos en agua”.
E.1. INTRODUCCION.

Este método de prueba se basa en la deteccion de enterococos, tales como E. faecium, E. faecalis en
agua potable, fuentes de abastecimiento, agua de uso recreativo (dulce y salobre), agua envasada y hielo.
Cuando el reactivo (comercialmente disponible) es adicionado a la muestra e incubado a 41°C + 0.5°C por
24h. Esta prueba detecta a los enterococos en 1UFC/100mL. La fluorescencia se produce cuando los
enterococos metabolizan el indicador nutritivo. EI medio puede utilizarse como presencia/ausencia o por
cuantificacion de: 5 tubos, 10 tubos, series de 15 tubos o el sistema de charolas de cuantificacion
(comercialmente disponibles).

E.2. MATERIALES.

E.2.1. Vasos estériles no fluorescentes.

E.2.2. Charolas con 51 celdas de un solo tamafio.

E.2.3. Charolas con 48 celdas pequefias y 48 celdas grandes.
E.2.4. Tubos de ensaye de 20 x 150mm.
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E.2.5. Tubos de ensaye de 16 x 150mm.

E.3. APARATOS E INSTRUMENTOS.

E.3.1. Selladora de charolas de cuantificacion (comercialmente disponibles)

E.3.2. Lampara de luz UV de 6 watts con una longitud de onda de 366 nm.

E.3.3. Incubadora a 41°C + 0.5°C de aire o bafio de agua.

E.3.4. Termdmetro con variaciones de + 0.5°C con un intervalo de 10°C a 50°C calibrado y/o verificado.
E.4. PROCEDIMIENTO.

E.4.1. Interferencia: La presencia de Bacillus puede interferir con la prueba en muestras de agua
(salobres) con una conductividad por arriba de 20,000 ySiemens/cm a 25°C. Por lo que es necesario hacer
una dilucién 1:10 con agua estéril (deionizada o destilada).

E.4.2. Presencia/Ausencia.

E.4.2.1. Las muestras deben alcanzar una temperatura ambiente (18°C a 30°C). Separar cuidadosamente
un paquete (que contiene el reactivo) de la tira. Golpear el paquete para asegurarse que todo el polvo se vaya
al fondo. Abrir el paquete rompiendo la parte superior de la linea punteada. No tocar la parte expuesta de la
misma. Agregar el reactivo a 100mL de una muestra de agua, la cual estd en un recipiente estéril,
transparente y no fluorescente o comercialmente disponible. Cubrir y sellar asépticamente el recipiente. Agitar
hasta disolucién del polvo. Incubar por 24h a 41°C + 0.5°C. Observar la fluorescencia a las 24h con la lampara
de UV de 6 watts y 366-nm de longitud onda en un cuarto oscuro. Asegurarse que la luz se encuentre alejada
de sus ojos y dirigida hacia la muestra. Si se observa fluorescencia, se confirma entonces la presencia de
enterococos.

E.4.2.2. Si la muestra se incuba por mas de 28h, aplicar lo siguiente: Si no hay fluorescencia después de
28h, se considera una prueba negativa valida. Si hay fluorescencia después de 28h, se considera como un
resultado invalido.

E.4.3. NMP Procedimiento de enumeracion para 100mL de muestra.

E.4.3.1. Las muestras deben alcanzar una temperatura ambiente (18°C a 30°C). Separar cuidadosamente
un paquete (que contiene el reactivo) de la tira. Golpear el paquete para asegurarse que todo el polvo se vaya
al fondo. Abrir el paquete rompiendo la parte superior de la linea punteada. No tocar la parte expuesta de la
misma. Agregar el reactivo a 100mL de una muestra de agua, la cual estd en un recipiente estéril,
transparente y no fluorescente o comercialmente disponible. Cubrir y sellar asépticamente el recipiente. Agitar
hasta disolucién del polvo. Vaciar la muestra con el reactivo dentro de la charola de cuantificacion, evitar el
contacto con la hoja de la charola y el sello (consultar el instructivo del reactivo). Incubar 24h a 41°C £ 0.5°C.
Observar la fluorescencia a las 24h con la [ampara de UV de 6 watts y 366-nm de longitud onda en un cuarto
oscuro. Asegurarse que la luz se encuentre alejada de sus ojos y dirigida hacia la muestra. Si se observa
fluorescencia, se confirma entonces la presencia de enterococos. Contar el nimero de celdas positivas
(fluorescencia). Interpolar en las tablas ver tabla E.1 y tabla E.2, proporcionada por el fabricante para
determinar el NMP/100mL. EI NMP en 100mL de muestra equivale, en un 95% de confianza a las unidades
formadoras de colonias presentes en 100mL.

E.4.4. Célculos.

Para determinar presencia/ausencia no hay calculos que realizar. Para la cuantificacion referirse a las
tablas de NMP correspondientes. Considerar en los calculos la dilucién cuando proceda.

Tabla E.1 de NMP para charolas de 51 celdas.

No. de celdas positivas NMP/100mL de muestra lelte_: Gl B Yo Ble SRIEmzZ:

Bajo Alto
0 <1 0,0 3,7
1 1,0 0,3 5,6
2 2,0 0,6 7,3
3 3,1 1,1 9,0
4 4,2 1,7 10,7
5 53 2,3 12,3
6 6,4 3,0 13,9
7 7,5 3,7 15,5
8 8,7 4,5 171
9 9,9 5,3 18,8
10 11,1 6,1 20,5
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11 12,4 7,0 221
12 13,7 7,9 23,9
13 15,0 8,8 25,7
14 16,4 9,8 27,5
15 17,8 10,8 294
16 19,2 11,9 31,3
17 20,7 13,0 33,3
18 22,2 14,1 35,2
19 23,8 15,3 37,3
20 254 16,5 39,4
21 271 17,7 41,6
22 28,8 19,0 43,9
23 30,6 20,4 46,3
24 32,4 21,8 48,7
25 34,4 23,3 51,2
26 36,4 24,7 53,9
27 38,4 26,4 56,6
28 40,6 28,0 59,5
29 42,9 29,7 62,5
30 45,3 31,5 65,6
31 47,8 33,4 69,0
32 50,4 35,4 72,5
33 53,1 37,5 76,2
34 56,0 39,7 80,1
35 59,1 42,0 84,4
36 62,4 44,6 88,8
37 65,9 47,2 93,7
38 69,7 50,0 99,0
39 73,8 53,1 104,8
40 78,2 56,4 111,2
41 83,1 59,9 118,3
42 88,5 63,9 126,2
43 94,5 68,2 135,4
44 101,3 73,1 146,0
45 109,1 78,6 158,7
46 118,4 85,0 174,5
47 129,8 92,7 195,0
48 144,5 102,3 2241
49 165,2 1152 272,2
50 200,5 135,8 387,6
51 >200,5 146,1 Infinito

Tabla No. E.2 de NMP (UFC/100mL) para charolas de 48 celdas pequefias y 48 celdas grandes.
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Tabla E.2 de NMP (Continuacion).
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E.4.5. Interpretacion de resultados.
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Si se observa fluorescencia en los frascos, tubos o charolas, se confirma entonces la presencia de
Enterococos.

E.4.6. Criterios de validez de la prueba.

E.4.6.1. Revisar y registrar las temperaturas de las incubadoras diariamente, a fin de asegurarse que se
encuentran dentro de los limites establecidos.

E.4.6.2. Debera llevarse a cabo un control de calidad en cada nuevo lote de reactivo, el cual consiste del
siguiente protocolo:

E.4.6.2.1. Para cada tipo de cepa ATCC enlistadas mas adelante, estriar en AST o a placas de agar
sangre e incubar a 35°C por 18h a 24h.

E.4.6.2.2. De cada cepa bacteriana, tomar una asada de 1ul de cada colonia e inocular un tubo de ensaye
con 5mL de agua deionizada estéril. Cerrar y agitar completamente.

E.4.6.2.3. A continuacidon tomar una asada de 1yl del tubo de ensayo y usar para inocular un frasco con
100mL de agua deionizada o destilada estéril debidamente etiquetado. Seguir los pasos del inciso E.4.2 de
presencia/ausencia, sefialados anteriormente.

E.4.6.2.4. Comparar los resultados de esta prueba con los resultados esperados de la siguiente tabla:

Control ATCC Resultados esperados
E. faecium 335667 Fluorescencia
Serratia marcescens (Gram -) 43862 No fluorescencia
Aerococcus viridians (Gram +) 10400 No fluorescencia

E.4.7. Informe de prueba.

Informar como presencia, ausencia o el resultado basado en el calculo de la densidad de enterococos
determinado en la tabla de NMP E.1.y E.2.

E.5. MEDIOS DE CULTIVO.
E.5.1. Medio que contiene el sustrato fluorogénico definido (comercialmente disponible).
Apéndice Normativo F.

Método aprobado para la determinacion de Enterococos fecales en agua técnica de filtracion por
membrana.

F.1. INTRODUCCION.

El recuento de enterococos intestinales se basa en la filtracion de un volumen determinado de una
muestra de agua, a través de un filtro de membrana con un tamafio de poro suficiente para retener las
bacterias (0.45um). La membrana es colocada en un medio selectivo sélido que contiene azida de sodio, la
cual inhibe el crecimiento de bacterias Gram negativas. El cloruro de 2, 3, 5 — ftrifeniltetrazolio es un
compuesto incoloro, que por la accidn de los enterococos intestinales, se reduce a formazan de color rojo.

Las colonias tipicas de enterococos intestinales, son elevadas de color rojo, marrén o rosa.

Confirmacion: si se observan colonias tipicas, la prueba de confirmacion es necesaria y la membrana se
transfiere a una caja con agar bilis esculina azida, precalentada a 44°C. Los enterococos intestinales
hidrolizan la esculina, dando como producto final la 6, 7-dihidroxicumarina, que al combinarse con los iones
Fe®*, forman un compuesto colorido que va desde marrén a negro que se difunde en el agar.

F.2. MEDIOS DE CULTIVO.

PRECAUCION. La azida de sodio es un polvo fino altamente toxico y mutagénico. Durante su preparacion,
debe emplearse guantes, cubrebocas especiales para polvos, lentes de proteccién y lavarse las manos
inmediatamente después de su preparacion.

Los medios que contienen azida no deben mezclarse con acidos minerales fuertes, ya que puede
producirse azida de hidrégeno que es toxica. Las soluciones que contienen azida pueden formar también
compuestos explosivos por contacto con tuberias metalicas, por ejemplo, en los desagles.

Las azidas pueden descomponerse de forma segura, por adicién de un exceso de solucién saturada de nitrito.

F.3. MATERIALES.
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F.3.1. Botellas de dilucion de vidrio de boro silicato o frascos de poli-propileno.

F.3.2. Pipetas seroldgicas de 10mL.

F.3.3. Pipetas serologicas de 1mL.

F.3.4. Pinzas estériles para membrana.

F.3.5. Matraces Kitazato de 1000 mL.

F.3.6. Filtros de membranas estériles de tamafio de poro de 0.45 ym.

F.3.7. Cajas Petri de vidrio de borosilicato o plastico estériles de 60 X 15mm o 50 X 9mm u otro tamafio
apropiado.

F.3.8. Propipeta.

F.3.9. Manguera de hule para equipo de filtracion.

F.4. APARATOS E INSTRUMENTOS.

F.4.1. Autoclave, capaz de mantener una temperatura de 121°C + 1°C con termdémetro calibrado y/o
verificado.

F.4.2. Potencidmetro con sensibilidad de 0,1 de unidad de pH.
F.4.3. Equipo de filtracion con trampa.

F.4.4. Bomba de vacio.

F.4.5. Cuenta colonias.

F.4.6. Incubadora, capaz de mantener una temperatura de 36°C + 2°C con termdmetro verificado y/o
calibrado.

F.4.7. Incubadora, capaz de mantener una temperatura de 44°C + 0.5°C con termémetro verificado y/o
calibrado.

F.4.8. PROCEDIMIENTO ANALITICO.

F.4.8.1. Filtracién e incubacion: Conectar el equipo de filtracién a la bomba de vacio. Utilizando pinzas
estériles, colocar la membrana con la cuadricula hacia arriba sobre el portafiltro. Colocar cuidadosamente el
embudo sobre el receptaculo y asegurarlo en su lugar. Abrir la llave de paso y filtrar a través de la membrana,
100mL de muestra aplicando suficiente vacio, (aproximadamente 70 kPa). Cerrar la llave de paso tan pronto
como la muestra haya sido filtrada. Es aconsejable enjuagar el embudo mediante la filtracion de una a tres
porciones de 10 a 30mL de diluyente estéril, mientras la membrana permanezca en su lugar. Inmediatamente
después cerrar la llave de paso. Retirar el embudo para dejar expuesta la membrana de filtracion. Colocar la
membrana con pinzas estériles en el agar Slanetz & Bartley. Evitar la formacién de burbujas entre la
membrana y la superficie del agar. Incubar las placas invertidas a 36°C + 2°C durante 44h + 4h.

F.4.8.2. Confirmacién y Recuento. Las colonias tipicas de enterococcos son elevadas, de color rojo,
marrén o rosado. Si hay colonias tipicas, transferir la membrana con pinzas estériles a una placa con agar bilis
esculina azida. Incubar a 44°C + 0.5°C durante 2h. Leer la placa inmediatamente después de la incubacion.
Las colonias tipicas de enterococos intestinales presentan un color marréon a negro alrededor de la colonia.
Con ayuda de un cuenta colonias, seleccionar cajas que contengan entre 20 y 80 colonias tipicas y contar el
namero de UFC.

Nota: Una distribucion desigual de las colonias o la presencia de microbiota competitiva, puede interferir
con la diferenciacion de colonias positivas debido a la difusién del color a las colonias adyacentes.

F.4.9. Célculos.
Aplicar la siguiente férmula para determinar la cantidad de enterococos:
Formula 1
Cs=_2Z xVs
Viot

Donde:
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Cs es el numero estimado de UFC en un volumen de referencia de la muestra (100mL)

Z es la suma de colonias contadas en las membranas provenientes de diferentes diluciones d1, d2....di 0
de volumenes separados de muestras filtradas.

Vs el volumen de referencia seleccionado para expresar la concentracion de enterococos en la muestra.

Vit €s la suma del volumen total de las porciones probadas de muestra o dilucion.

Férmula 2

Vot = (n1V1d1) + (n2Vad2) +.............. (niVidi)

Donde:

N1, N2, ...... ni es el numero de membranas filtradas por dilucion d4, da....di

V1, Vo, ...... Vi es el volumen analizado en la dilucion d1, dz....di 0 porcion de muestra

d4, d2....di es la dilucién utilizada por cada porcion de volumen analizado V1, V2, ...... Vi (d = 1 para la

muestra sin diluir, d = 0.1 para una dilucién 1:10, etc.)

Ejemplo:

Volumen probado Cuentas
100 mL 82 colonias
10 mL 11 colonias

Z=82+11=93
Vit = (1 x 100 x 1) + (1 x 10 x 1) =110
y si Vs es por 100 mL:
Cs =93 x 100 = 84 UFC/100mL
110
F.4.10. Interpretacién de resultados.

La presencia de colonias color marrén a negro alrededor de la colonia en agar bilis esculina azida,
incubado a 44°C + 0.5°C durante 2h, se considera una prueba confirmativa de enterococos.

F.4.11. Criterios de validez de la prueba.
Esta prueba tiene validez si se obtienen cajas que contengan entre 20 a 80 UFC.

Una distribucién desigual de las colonias o la presencia de microbiota competitiva, puede interferir con la
diferenciacion de colonias positivas debido a la difusion del color a las colonias adyacentes.

F.5. Informe de prueba.

F.5.1. Informar como: Enterococos intestinales UFC / 100mL.

F.5.2. Si se observan menos de 20 colonias, aplicar la férmula 1 e informar como valor estimado.

F.5.3. Placas sin colonias, informar como < 1/ Vit UFC / 100mL e informar como valor estimado.

Donde: Vit es la suma del volumen total de las porciones probadas de muestra o dilucién (ver inciso 2.6).

También se puede informar como “Cero” u “organismos no detectables” indicando el volumen de muestra
analizada.

F.5.4. En caso que se tengan placas con méas de 80 colonias, informar como > de 80 UFC/100mL.

F.6. MEDIOS DE CULTIVO.
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F.6.1. Medio Slanetz y Bartley.
F.6.1.1. Medio base.

Ingredientes Cantidad

Triptosa 20,09

Extracto de Levadura 5,0g

Glucosa 2,0g

Fosfato dipotasico, K2HPO4 4,09

Azida de Sodio NaN3 0.4g

Agar 8 a 18g* (* La cantidad de agar depende de la
gelificacién del agar)

Agua 1L

Disolver los ingredientes en un L de agua hirviendo. Calentar durante 5 min mas. Enfriar entre 50°C y
60°C.

F.6.1.2. Solucién de TTC 0.1%.

Ingredientes Cantidad
Cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio TTC 1,09
Agua 100mL

Disolver el indicador en 100mL de agua, agitando constantemente. Esterilizar por filtracion (0,2um de
poro). Proteger la solucion de la luz. Descartar cuando aparezca una coloracion rosa.

F.6.1.3. Medio Completo.

Ingredientes Cantidad
Medio Base 1L
Solucién de TTC 10mL

Adicionar la solucion de TTC sobre el medio base enfriado a una temperatura de 50°C a 60°C. El pH
después de la esterilizacion debe ser de 7,2 £ 0,1 a 25°C. Distribuir en placas de Petri. Dejar solidificar sobre
una superficie horizontal fria. Conservar en la oscuridad por 2 semanas a 5°C + 3°C.

F.6.2. Agar bilis esculina azida.

Ingredientes Cantidad
Triptona 17,09
Peptona 3,0g
Extracto de Levadura 5,0g
Bilis de buey deshidratada 10,09
Cloruro de Sodio 5,0g
Esculina 1,09
Citrato de Hierro Ill y amonio 0,59
Azida de Sodio NaN3 0,15¢g
Agar de 8 a 18g* (* Dependiendo de la gelificacion del agar)
Agua 1L

Disolver los ingredientes en un L de agua y hervir. Esterilizar a 121°C + 2°C. El pH después de la
esterilizaciéon debe ser de 7,1 + 0,1 a 25°C. Enfriar entre 50°C y 60°C. Distribuir en placas Petri para obtener
un espesor de 3mm a 5mm. Dejar solidificar en una superficie horizontal. Conservar hasta 2 semanas a 5°C +
3°C.

Apéndice Normativo G.
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Método aprobado para el monitoreo de Enterococos fecales recomendado para el monitoreo de
aguas para uso recreativo.

G.1. INTRODUCCION:

Se basa en la filtracion de un volumen determinado de una muestra de agua, a través de un filtro de
membrana con un tamafio de poro suficiente para retener las bacterias (0.45um). La membrana es colocada
en agar mEl el cual contiene entre otros ingredientes, el comégeno indoxil-3— D- glucosido, que debido a la
accion de la enzima R—-D—glucosidasa sintetizada por los enterococos, producen un compuesto azul indigo
alrededor de la colonia que se difunde en el medio.

G.2. MATERIALES.

G.2.1. Botellas de dilucion de vidrio de boro silicato o frascos de poli-propileno.
G.2.2. Pipetas serologicas de 10mL.

G.2.3. Pipetas serologicas de 1mL.

G.2.4. Pinzas estériles para membrana.

G.2.5. Matraces Kitazato de 1000 mL.

G.2.6. Filtros de membranas estériles de tamafio de poro de 0.45um.

G.2.7. Cajas Petri de vidrio de borosilicato o plastico estériles de 60 X 15mm o 50 X 9mm u otro tamafio
apropiado.

G.2.8. Propipeta.

G.2.9. Manguera de hule para equipo de filtracion.

G.3. APARATOS E INSTRUMENTOS.

G.3.1. Potenciometro con sensibilidad de 0,1 de unidad de pH.
G.3.2. Equipo de filtracion con trampa.

G.3.3. Bomba de vacio.

G.3.4. Cuenta colonias.

G.3.5. Incubadora, capaz de mantener una temperatura de 36°C + 2°C con termdémetro verificado y/o
calibrado.

G.3.6. Incubadora, capaz de mantener una temperatura de 41°C + 0.5°C con termémetro verificado y/o
calibrado.

G.4. MEDIOS DE CULTIVO.

G.4.1. BHI.

G.4.2. BHI con 6.5% NaCl.

G.4.3. Agar infusion cerebro corazoén.
G.4.4. ABE.

G.4.5. Agar mEL.

G.5. PROCEDIMIENTO.

G.5.1. Consultar el inciso 2.5 y colocar la membrana en la superficie del agar mEI e incubar a 41°C %
0.5°C por 24 h. Seleccionar cajas que contengan entre 20 y 60 colonias que independientemente de su color
tengan un halo azul correspondiente a enterococos. Las colonias con halo azul se pueden verificar.

G.5.2. La verificacién de las colonias puede ser necesaria para evidenciar cimulos y también para control
de calidad al implementar la prueba, cambios en los sitios de muestreo, lotes de medio comercial o preparado
por ingredientes. Transferir al menos 10 colonias tipicas aisladas a caldo BHI y agar infusién cerebro corazén
inclinado. Incubar los caldos por 24h y los agares por 48h a 35°C +0.5°C. Después de 24h de incubacién
transferir una asada de los tubos de BHI a agar bilis esculina y a BHI y BHI con 6.5% de NaCl.

G.5.2.1. Incubar el agar bilis esculina y el BHI con 6.5% de NaCl a 35°C+ 0.5°C por 48h.
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G.5.2.2. Incubar el caldo BHI a 45°C + 0.5°C por 48h.
G.5.3. Observar crecimiento.
G.5.3.1. Después de las 48h de incubacion, hacer una tincion de Gram al crecimiento de los agares de BHI.

G.5.3.2. Los cocos Gram positivos que crecen e hidrolizan la esculina en agar bilis esculina (produccién un
precipitado negro o café) y crecen en caldo BHI a 45°C + 0.5°C y caldo BHI con 6.5% de NaCl a 35°C £ 0.5°C
son confirmados como enterococos.

G.6. Célculos
Aplicar la siguiente férmula para determinar la cantidad de enterococos:
Férmula 1.
Cs=_2Z xVs
Viot
Donde:
Cs es el numero estimado de UFC en un volumen de referencia de la muestra (100mL)

Z es la suma de colonias contadas en las membranas provenientes de diferentes diluciones d1, d2....di o
de volumenes separados de muestras filtradas.

Vs el volumen de referencia seleccionado para expresar la concentracion de enterococos en la muestra.

Vit €S la suma del volumen total de las porciones probadas de muestra o dilucion.

Eérmula 2.

Viot = (n1V1d1) + (n2Vad2) +.............. (njVidi)

Donde:

N1, N2, ...... nj es el nimero de membranas filtradas por dilucién d1, dz....di

V1, Vo, ...... Vj es el volumen analizado en la dilucién d1, d2....di o porciéon de muestra

d1, d2....di es la dilucién utilizada por cada porcion de volumen analizado V1, V2, ...... Vi (d = 1 para la

muestra sin diluir, d = 0.1 para una dilucion 1:10, etc.).

Ejemplo:

Volumen probado Cuentas
100 mL 82 colonias
10 mL 11 colonias
Z=82+11=93

Viot = (1 x 100 x 1) + (1 x10x 1) =110
y si Vs es por 100mL:

Cs =93 x 100 = 84 UFC/100mL

110

G.6.1. Interpretacién de resultados.

La presencia de colonias que independientemente de su color presenten un halo azul en agar mEl,
incubado a 41°C + 0.5°C por 24 h, se considera una prueba confirmativa de enterococos.

G.6.2. Criterios de validez de la prueba.
Esta prueba tiene validez si se obtienen cajas que contengan entre 20 a 80 UFC.

Una distribucion desigual de las colonias o la presencia de microbiota competitiva, puede interferir con la
diferenciacion de colonias positivas debido a la difusion del color a las colonias adyacentes.

G.6.3. Informe de prueba.
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Informar como: Enterococos intestinales UFC / 100mL.

Si se observan menos de 20 colonias, aplicar la férmula 1 e informar como valor estimado.

Placas sin colonias, informar como < 1 / Viot UFC / 100mL e informar como valor estimado.

Donde: Vit es la suma del volumen total de las porciones probadas de muestra o dilucién (ver inciso 2.6).

También se puede informar como “Cero” u “organismos no detectables” indicando el volumen de muestra
analizada.

En caso que se tengan placas con mas de 80 colonias, informar como > de 80 UFC/100mL.
G.7. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO.

G.7.1. BHI.

G.7.1.1. Férmula.

Infusién de cerebro de ternera 200.0g
Infusién de corazén de res 250.0g
Proteosa peptona 10.0g
Cloruro de sodio 5.0g
Fosfato disddico 2.5g
Dextrosa 2.0g
Agua destilada 1.0L

G.7.1.2. Preparacion: Disolver los ingredientes o 37.0g del medio deshidratado en un matraz con 1L de
agua destilada, distribuir volimenes de 10mL en tubos de ensaye con tapén de rosca. Esterilizar en autoclave
a 121°C por 15 min. El pH final del medio debera ser de 7.4 + 0.2.

G.7.2. BHI con 6.5% de NacCl.

G.7.2.1. Férmula: BHI con 6.5% de NaCl seguir las instrucciones que en BHI antes descrito, pero
agregando NacCl.

G.7.2.2. Preparacion: Agregar 60.0g de NaCl por cada L de medio. Dado que la presentacion comercial
deshidratada contiene 5g de NaCl, esta cantidad debera restarse de los 65g necesarios por L para obtener
una concentracion final de 6.5% de NaCl.

G.7.3. Agar infusion cerebro corazén

G.7.3.1. Férmula: El agar BHI contiene los mismo ingredientes que el BHI pero adicionando 5.0g de agar
por cada L de medio.

G.7.3.2. Preparacién: Suspender los ingredientes o 52g del medio agar BHI deshidratado en 1L de agua
destilada. Calentar a ebullicion hasta disolver los ingredientes. Distribuir 10mL del medio en tubos con tapon
de rosca y esterilizar a 121°C por 15 min. Después de la esterilizacion, solidificar inclinado, pH final 7.4 + 0.2.

G.7.4. BEA.
G.7.4.1. Formula.

Extracto de carne 3.0g
Peptona 5.0g
Sales biliares 40.0g
Esculina 1.0L
Citrato férrico 0.5g
Agar 15.0g

Agua destilada 1.0L
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G.7.4.2. Preparacion: Disolver los ingredientes o 64.0g del medio deshidratado en un 1L de agua
destilada, calentar a ebullicion hasta la disolucion de los ingredientes.

Distribuir volumenes de 10mL a tubos con tapén de rosca o frascos. Esterilizar en autoclave a 121°C por
15 min, Después de esterilizar, solidificar los tubos inclinados o dejar enfriar a 50°C en bafio de agua y
distribuir en cajas Petri, dejar solidificar. El pH final del medio es 6.6 + 0.2. AlImacenar en refrigeracion.

G.7.5. Agar mEl
G.7.5.1. Formula.

Peptona 10.0g
Cloruro de sodio 15.0g
Extracto de levadura 30.0g
Esculina 1.0g

Actidiona (Cicloheximida) 0.05g
Azida de sodio 0.15¢g
Agar 15.0g
Agua destilada 1.0L

G.7.5.2. Preparacion: Agregar a un matraz, los ingredientes o 71.2g del medio comercial deshidratado
mas 0.75g de indoxyl-R-D-glucésido a 1L de agua destilada. Calentar a ebullicion hasta completa disolucion.
Esterilizar a 121°C durante 15 min y enfriar en bafio de agua a 50°C.

Reactivos que se agregan después de esterilizar: Mezclar 0.24g de acido nalidixico en 5mL de agua
destilada, agregar unas gotas de NaOH 0.1N hasta disolucion y agregar al medio mEIl y mezclar. Agregar
0.02g de cloruro de trifenil tetrazolium (TTC) al mEIl y mezclar.

Alternativamente se pueden agregar las siguientes soluciones:

a) Acido nalidixico. Agregar 0.48g de &cido nalidixico y 0.4mL de NaOH 10N a 10mL de agua destilada y
mezclar. Esterilizar la solucion por filtracion y adicione 5.2mL por cada L de medio.

b) Cloruro de ftrifeniltetrazolium (TTC): Agregar 0.1g de TTC a 10mL de agua destilada y calentar para
disolver. Esterilizar la solucion por filtracion y adicione 2mL por cada L de medio.

¢) Vaciar en cajas de 9 X 50mm y de 4 a mm de espesor (aproximadamente de 4 a 6mL) y dejar solidificar.
El pH final del medio debera estar entre 7.1 + 0.2. Conservar en refrigeracion.

Apéndice Normativo H.

Método aprobado para la estimaciéon de la densidad de Coliformes Fecales y E. coli por la técnica
del nUmero mas probable presentes en muestras de alimentos para consumo humano y agua.

Este método es aplicable para la estimacion de la densidad de Coliformes Fecales y E. coli por la técnica
del numero mas probable presentes en muestras de alimentos para consumo humano y agua.

Este método es aplicable para la deteccion de coliformes fecales y E. coli, especialmente en productos
que se encuentran en bajas concentraciones de microrganismos y para aquellos alimentos cuyas
caracteristicas particulares puedan interferir en la exactitud de la cuenta de UFC.

H.1. INTRODUCCION.

Actualmente se utilizan tres grupos de indicadores microbianos con diferentes aplicaciones. La deteccion
de bacterias coliformes se usa como indicador de la calidad sanitaria del agua o como indicador de las
condiciones sanitarias en el procesamiento de alimentos. Los coliformes fecales y E. coli continuan siendo el
indicador de eleccion que manifiesta contaminacion fecal reciente o condiciones higiénicas inadecuadas. El
método del nimero mas probable consiste de una prueba presuntiva y confirmativa. El uso de las series de 3,
5y 10 tubos va a depender de la contaminacién esperada y el grado de exactitud deseada.

El principio de la técnica se basa en la diluciéon de la muestra en tubos multiples, de tal forma que todos los
tubos de la menor dilucidon sean positivos y todos los tubos de la dilucién mayor sean negativos. El resultado
positivo se demuestra por la presencia de gas y/o crecimiento microbiano propiedad de los microrganismos
coliformes para producir gas a partir de la fermentaciéon de lactosa dentro de las 48h de incubacion a 45,5+
0,2°C (coliformes fecales y E. coli).
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Para obtener el NMP en los resultados se aplica la teoria de la probabilidad, lo cual tiene como condicion
lo siguiente:

- Una distribucion aleatoria de las bacterias que existen en la muestra.
- Las bacterias se encuentran como entidades no agrupadas.

- Los microorganismos presentes en la muestra creceran en el medio cuando son incubados y se
mantengan en las condiciones adecuadas para su desarrollo.

Alrededor del 96% de las cepas de E. coli incluso las cepas anaerogénicas producen la enzima beta-
glucuronidasa (GUD), la cual rompe el sustrato especifico 4-metilumbelliferyl-beta-D-glucurénido (MUG) en 4-
metilumbelliferona (MU), que al ser expuesto a una fuente de luz UV de onda larga (365nm) produce una
fluorescencia azul, facil de observar cuando el MUG es incorporado al caldo EC o al caldo lauril.

Una excepcion es la E.coli enterohemorragica serotipo O157:H7, que es GUD negativa; por lo que es
comun que esta prueba se utilice para diferenciar este serotipo de las demas E. coli.

La produccion de GUD por otras bacterias de la familia Enterobacteriaceae es rara. Algunas Shigellas (44-
58%) y Salmonellae (20-29%) son GUD positivas, sin embargo no se considera una desventaja de esta
prueba para su uso en salud publica.

Si se espera una cuenta microbiana alta, la muestra debera diluirse para dar cumplimiento a las
condiciones. La forma mas comun de realizar esta prueba es mediante diluciones decimales y usando un
inéculo en series de tubos. A medida que el nimero de tubos inoculados para cada dilucién aumenta, se
reducen los limites de confianza.

H.2. EQUIPO.

H.2.1 Bafio de agua con: recirculacién continua, tapa de dos aguas y termostato que evite variaciones
mayores a 0.1°C.

H.2.2 Lampara de luz UV de 365nm longitud de onda.

H.2.3 Incubadora de 35°C + 0.5°C.

H.2.4 Balanza con capacidad adecuada y sensibilidad de 0,1g.
H.2.5 Motor de licuadora u homogenizador peristaltico.

H.2.6 Potenciéometro con sensibilidad de 0,1 de unidad de pH.
H.2.7 Mecheros Bunsen.

H.2.8 Autoclave que alcance una temperatura de 121°C con termémetro y previamente evaluada con
esporas de Bacillus stearothermophilus.

H.3. MATERIALES.

H.3.1 Tubos de cultivo de 18 x 150mm, 18 x 200, 16 x 150mm, 16 x 160mm, 22 x 175mm con tap6n de rosca.
H.3.2 Campanas de fermentacion de 5cm de largo por 5mm de diametro (campanas de Durham).

H.3.3 Gradillas de plastico y metal.

H.3.4 Asas bacteriolégicas de 3 a 3.5mm de diametro con portaasa.

H.3.5 Lentes protectores.

H.3.6 Termémetros de inmersion parcial con division minima de 0.5°C para incubadora calibrado y/o verificado.
H.3.7 Termémetro de maximas para autoclave con division minima de 0.5°C calibrado.

H.3.8 Termdémetro de inmersion total de 1 - 55°C de aproximadamente 55mm de longitud con
subdivisiones de 0.1°C, calibrado.

H.3.9 Cinta testigo para procesos de esterilizacién por calor himedo.

H.3.10 Vasos de licuadora estériles o bolsas estériles para homogeneizador peristaltico.
H.3.11 Pipetas graduadas bacteriolégicas de 1, 2, 5y 10mL.

H.3.12 Probetas de 100, 500 y 1000mL.
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H.3.13 Botellas de dilucién de vidrio de borosilicato con tapa de rosca.
H.3.14 Frascos con capacidad 500mL con tapa de rosca.
H.3.15 Espatulas, cucharas, cuchillos, pinzas.

H.4. MEDIOS DE CULTIVO.

H.4.1 Caldo A-1.

H.4.2 Caldo lauril Triptosa.

H.4.3 Caldo EC.

H.4.4 EMB-L.

H.4.5 Caldo triptona al 1%.

H.4.6 Caldo RM — VP.

H.4.7 Caldo Citrato de Koser.

H.4.8 Citrato de Simmons.

H.5. REACTIVOS.

H.5.1 Regulador de fosfatos solucion concentrada.

H.5.2 Diluyente de peptona al 0.1%.

H.5.3 Reactivo de Kovacs.

H.5.4 Reactivo de VP.

H.5.5 Indicador rojo de metilo.

H.5.6 Reactivos para la coloracion de Gram.

H.5.7 Caldo EC — MUG.

H.6. PROCEDIMIENTO ANALITICO.

H.6.1 Procedimiento para determinar Coliformes Fecales y E. coli en agua y hielo.

H.6.1.1 Prueba presuntiva. Agitar la muestra vigorosamente, la cantidad necesaria para el analisis
debera ser de 100mL como minimo.

H.6.1.1.1 Agua para uso y consumo humano y envasada, transferir 5 porciones de 20mL, 10mL o una
porcion de 100mL. Consultar las tablas H.7.2.2, H.7.23 y H.7.2.4 para seleccionar las diferentes
concentraciones de caldo lauril de acuerdo a los diferentes volimenes de muestra a inocular.

H.6.1.1.2 Agua para uso recreativo. Utilizar 5 tubos de caldo lauril por cada porcién de 10, 1 y 0.1mL,
hacer diluciones decimales cuando se espere una densidad microbiana alta.

H.6.1.1.3 Hielo. Fundir el hielo a 45°C vy realizar el analisis como agua para uso y consumo humano.
Incubar los tubos de caldo lauril inoculados a 35 £ 0.5°C. Examinar los tubos a las 24h y observar si hay
formacion de gas. Anotar los resultados. Si la formacion de gas no se observa, incubar 24h mas y anotar los
resultados.

H.6.1.2 Prueba confirmativa. De cada tubo que muestre formacion de gas, tomar una asada y sembrar
en un numero igual de tubos con el medio indicado para la prueba confirmativa; para bacterias coliformes
totales, utilizar el caldo verde brillante lactosa bilis y para coliformes fecales utilizar EC. Inocular en tubos de
EC un control positivo de E. coli y un control negativo de Enterobacter aerogenes e incubar con las muestras.

H.6.1.3 Incubar los tubos para prueba de coliformes totales a 35 + 0.5°C por 48 + 2h y para la prueba de
coliformes fecales a 45.5 + 0.2°C en bafio de agua con recirculacién continua durante 24h, observar si hay
formacion de gas, registrar la lectura, en caso de no haber formacion de gas, incubar 24h mas. Utilizar estos
resultados para calcular el NMP de coliformes totales y coliformes fecales respetivamente. Consultar la
seccion de calculos.

Nota: Para todos los alimentos que se les determine coliformes fecales, la incubacion debe ser a 45.5°C +
0.2°C por 24 a 48h, excepto para muestras de agua que deberan incubarse a 44.5 + 0.2°C durante 24h.
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H.6.1.4 Prueba complementaria.

H.6.1.4.1 Esta es una prueba optativa de calidad para todas las muestras de agua que tiene como objetivo
confirmar el 10% de los tubos positivos de coliformes totales en caldo verde brillante. Tomar una asada de
cada uno de los tubos positivos de caldo verde brillante y sembrar por estria cruzada en agar Mc Conkey.
Incubar a 35°C + 0.5°C por 24h + 2h. Observar las colonias tipicas fermentadoras de color rojo que pueden
estar rodeadas de un halo opaco de precipitacion de sales biliares.

H.6.1.4.2 Seleccionar 1 0 mas colonias aisladas con las caracteristicas anteriores o lo mas parecido a esta
descripcién e inocular igual nimero de tubos de fermentacion con caldo lauril triptosa y a tubos con agar
nutritivo inclinado; Incubar a 35°C + 0.5°C examinar los tubos a las 24h y observar si hay formacion de gas.
Anotar los resultados. Si la formacién de gas no se observa, incubar 24h mas y anotar los resultados.

H.6.1.4.3 Realizar tincion de Gram a partir del crecimiento en el agar nutritivo para observacion de la
morfologia microscépica de las colonias.

H.6.1.4.4 La formacion de gas en los tubos de caldo lauril sulfato dentro de las 48h + 3h y la observacion
de bacterias Gram negativas, en forma de bacilos no esporulados constituyen una prueba positiva a la
presencia del grupo coliforme.

H.6.1.5 Prueba confirmativa para E. coli (por identificacién bioquimica).
H.6.1.5.1 Prueba presuntiva.

H.6.1.5.1.1 Tomar una asada de cada uno de los tubos positivos de caldo EC y sembrar por estria cruzada
en agar EMB-L para su aislamiento. Incubar las placas invertidas a 35°C por 18-24h. Seleccionar dos colonias
de cada plaza con la morfologia colonial tipica: colonias con centro negro, planas con o sin brillo metalico y
sembrarlas en agar cuenta estandar (placa o agar inclinado), para realizar las pruebas de morfologia
microscopica y pruebas bioquimicas. Incubar las placas o tubos a 35°C por 18 a 24h.

H.6.1.5.1.2 Si no hay colonias con morfologia tipica, probar una o mas colonias lo mas parecido a E. coli
de cada placa. Realizar un frotis y tefiirlo por Gram. Observar al microscopio la presencia de bacilos cortos
Gram negativos.

H.6.1.5.1.3 Pruebas bioquimicas: Indol, Rojo de metilo, VP, citrato.

H.6.1.5.1.4 Produccion de indol. Inocular un tubo con caldo triptona e incubarlo a 35 + 0.5°C por 24 + 2h.
Adicionar 0.2 — 0.3mL de reactivo de Kovacs. La presencia de una coloracién roja en la superficie del tubo se
considera una prueba positiva.

H.6.1.5.1.5 VP. Inocular un tubo con caldo MR-VP e incubar a 35 + 0.5°C por 48 + 2h. Transferir 1mL a un
tubo de 13 x 100mm. Adicionar 0.6mL de solucion alfa naftol y 0.2mL de KOH al 40% y agitar. Se considera
una prueba positiva cuando se desarrolla un color rojo rosado de 15 a 30 min.

H.6.1.5.1.6 Rojo de metilo. Inocular un tubo adicional con caldo MR-VP e incubar a 35°C + 0.5°C por 48
+ 2h. Adicionar 5 gotas de solucion 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.

H.6.1.5.1.7 Citrato. Sembrar con in6culo ligero un tubo con caldo citrato de Koser, evitar turbiedad en el
tubo. Incubar a 35°C * 0.5°C por 96h. Una reaccion positiva se observa mediante el desarrollo de turbiedad
detectable. Se puede utilizar como alternativa citrato de Simmons el cual se debe inocular por estria. Incubar
35°C + 0.5°C por 48h. Una prueba positiva se observa mediante crecimiento y un cambio a coloracion azul; la
ausencia de crecimiento se considera una prueba negativa.

H.6.1.5.1.8 Interpretacion de resultados de las pruebas bioquimicas.

H.6.1.5.1.9 Todos los cultivos que fermenten la lactosa con produccién de gas dentro de las 48h a 35°C,
sean bacilos o bacilos cortos Gram negativos no esporulados y se obtengan las siguientes combinaciones
para el IMViC:

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

* Son consideradas como E. coli.
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H.6.1.5.1.10 Calcular el NMP de E. coli basada en la proporciéon de los tubos positivos de caldo EC
confirmados. Consultar el H.7 Calculos.

H.6.2 Prueba para detectar E. coli en alimentos refrigerados o congelados.

H.6.2.1 Prueba Presuntiva. Seguir lo indicado en el punto Procedimiento para Alimentos. Utilizando
caldo lauril con MUG en vez de caldo lauril. Inocular un tubo con una cepa de E. coli GUD positiva como
control (ATCC 25922). Ademas inocular otro tubo con una cepa de Enterobacter aerogenes (ATCC13048)
como control negativo, para facilitar la diferenciacién entre los tubos que presenten solo crecimiento y
crecimiento con fluorescencia. Inocular los tubos por 24 a 48 + 2h a 35°C. Examinar cada tubo con
crecimiento (turbiedad y gas), después, observar los tubos en la oscuridad con una lampara de luz UV. Una
prueba positiva para E. coli es la presencia de fluorescencia en el tubo. La lectura a las 24h de incubacion,
identifica a E. coli en un 83-95%, mientras que a las 48h de incubacion la identifica en un 96-100%.

H.6.2.2 Prueba confirmativa. Confirmar todos los tubos positivos estriando en una placa de agar L-EMB,
incubar a 35°C por 24h y continuar como en el punto.

H.6.2.2.1. Prueba confirmativa para E. coli (por identificacidon bioquimica). Calcular el NMP de E. coli
basada en la confirmacion de tubos en las 3 diluciones consecutivas.

H.6.3 Procedimiento para Alimentos.

H.6.3.1 Prueba Presuntiva. Pesar 25g o 50g del alimento en 225 o 450mL de regulador de fosfatos y
moler 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 mantenerse en refrigeracion (2-5°C) un maximo de 18h
antes de su analisis, sin llegar a la descongelacién. En caso de que la cantidad de muestra disponible sea
menor a 25g y el analisis necesite ser efectuado (por denuncia o queja ante la autoridad), utilizar una cantidad
de muestra que represente una proporcion 1:10.

H.6.3.2 Preparar diluciones decimales con regulador de fosfatos. La cantidad de diluciones dependera de
la densidad de coliformes esperada. Agitar las diluciones 25 veces en un arco de 30cm por 7 seg transferir
volumenes de 1mL a 3 tubos con 10mL de caldo lauril sulfato de sodio por cada dilucién 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 homogeneizacion de la muestra y la inoculacién de los tubos no debe exceder de 15 a 20 min.

H.6.3.3 Utilizar como medio de enriquecimiento caldo lauril triptosa, una vez inoculados incubar a 35 %
0.5°C. Examinar los tubos a las 24h y observar si hay formacion de gas. Anotar los resultados. Si la formacion
de gas no se observa, incubar 24h mas y anotar los resultados.

H.6.3.4 Prueba Confirmativa. Continuar como en el H.6.1.2. Prueba Confirmatoria, considerando que si
la formacién de gas no se observa, continuar la incubacién 24h mas.

H.7. CALCULOS.

H.7.1 Con frecuencia es necesario calcular el NMP con cantidades de muestra diferentes de los enlistados
en las tablas H.7.4 desde el primer nimero de la combinacién encontrada. Si la cantidad de muestra es mayor
que 0,01g multiplicar el NMP enlistado en la tabla por 10.

H.7.2 Una determinacién de 5 tubos que dé 3 tubos positivos en 0.01g; 2 tubos positivos en 0.001gy 1
tubo positivo en 0.0001g (3-2-1) el resultado obtenido al leer en la tabla 7.4.1, es 17, multiplicar por 10 para
asi obtener 170 como el NMP final por gramo de muestra. De igual forma si la cantidad mas grande utilizada
para la tabla de referencia es 1g en lugar de 0.1g, dividir el NMP derivado de la tabla entre 10. Por ejemplo el
resultado de la determinacion del NMP en 3 tubos para Salmonella spp que de 3 tubos positivos en 1g; 1 tubo
positivo en 0.1g y ningun positivo en 0,01g (3 - 1 - 0) el resultado obtenido al leer en la tabla H.7.4.2 es 43 y
dividir entre 10, lo que da 4,3 como el NMP presuntivo por gramo de muestra.

H.7.3 Un método alternativo para obtener el nUmero mas probable es usando la siguiente férmula:
(NMP/g de la tabla - 100) X factor de dilucion del tubo de en medio = NMP/g.
Para calcular el NMP/100 g multiplicar por 100.
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H.7.4 Tablas.

H.7.4.1 Tabla 1. NMP para 1g de muestra cuando se usan 3 tubos con porciones de 0.1; 0.01 y
0.001g.

Tubhos Positivos Tubos Positivos Tuhos Positivos Tubos Positivos
0. 0. 0. 0.
1 D1'D 0.00 K 1 01'0 0.00 [ il 1 01'0 oo fdhi 1 D1D 0.00 MM P
m ml 1 mL P m ml 1 mL P m ml 1 mL F m ml 1mL
L L L L
o| 0 1] =3 | 1 1] a 3B 2 1] 1] 91 3 1] 1] 23
o| 0 1 3 1 1] 1 F2 02 1] 1 14 | 3 1] 1 39
o| 0 2 5 1 1] 2 11 2 1] 2 20 3 1] 2 G4
o| 0 3 g 1 1] 3 15 | 2 1] 3 B3 1] 3 a5
1] 1 1] 3 1 1 a 7302 1 1] 15 | 3 1 1] 43
O 1 1 .1 1 1 1 11 2 1 1 20 | 3 1 1 75
o 1 2 92 1 1 2 15 | 2 1 2 273 1 2 120
1] 1 3 12 1 1 3 19 | 2 1 3 34 3 1 3 160
o| 2 1] B2 | 1 2 a 11 2 2 1] 21 3 2 1] 93
o | 2 1 93 | 1 2 1 15 | 2 2 1 28 3 2 1 150
o | 2 2 12 1 2 2 20 | 2 2 2 s 3 2 2 210
o| 2 3 16 1 2 3 24 | 2 2 3 42 | 3 2 3 240
ol 3 1] 94 | 1 3 a 165 | 2 3 1] 29 | 3 3 1] 240
ol 3 1 13 1 3 1 20 | 2 3 1 3B 3 3 1 4R0
ol 3 2 16 1 3 2 24 | 2 3 2 44 | 3 3 2 1100
o 3|3 19 1 3|3 |29/2 3 3 8 3 3 3 :“"D“:'

Referencia: Official Methods of Analysis of AOAC International, 18 ed. 2005. Chapter 17.3, pag. 5

H.7.4.2 Tabla 2. NMP para 100mL de muestra cuando se usan 5 porciones en cada una de 3
diluciones con series geométricas.

Ho Bl ubcaFositivns P BeFubalFoat s Mo EeNunosPositheas ko e ubosPosihens Mo HelubcaFosithaos Mo H e unssPosithios
wmL [iml  Jo.1mL [umF J10mL Jimi Jouame [wmP [1omd Jiml Jooimd [sse J1omi [iml Jooamd [8sP [ioml Jami Joomd [wse [1omd Jiml Joimd [usae
i o i <8 |1 [ [1] 2 2 0 o 45 |3 [1] [ 7A |a o [ 13 |5 o (] 23
1 & 1 1E |1 1] 1 g z 1] 1 BE |3 1] 1 11 ] & 1 T ] 0 1 kil
1 & z s |1 [ 2 B 2 ] 2 a1 |3 [1] 2 13 |4 & 2 |5 o 2 43
[1] @ 3 54 1 [1] 3 B 2 o 3 12 3 [1] 3 16 ] a 3 F= S o 3 55
] B ] 72 |1 ] } i I E 0 ] ] 5] 1] g |8 B [ I ] L] ]
1 & 5 E 1 1] H I 0 H 16 K] 1] 5 23 |4 & 5 % |5 0 ] =
1 1 1 s |1 1 [1] 4 2 1 ] [T 1 [ 1 4 1 [ 17 |5 1 1] 33
0 1 1 s |1 1 1 BE1 [z 1 1 a2 |3 1 1 14 |a 1 1 EEEE 1 1 46
1 1 z - T z E1_ [z 1 H [F] 5] T p 17 ] 1 F: |5 1 E B
o 1 3 3 |1 1 3 0 |z 1 3 [T 3 1 3 ED 1 3 n |5 1 3 B4
0 1 4 a1 |1 1 4 12 |z 1 4 17 3 1 4 23 |4 1 [ w5 1 4 10
] 1 5 1L T T 5 [z 1 B (] 5] T L |8 1 5 |5 ] ] T
0 2 0 ar |1 2 [1] BE1 [z F] B a3 |3 2 [ 14 |a z [0 = |5 2 (] 49
] F 1 55 1 2 1 B2 |2 ] 1 12 3 2 i 17 4 H 1 3 5 2 1 0
1 z ] T |1 K Z L z H [T k] Z i F £ F: |5 i E =
0 z 3 sz |1 2 3 FEE F] 3 17 3 2 3 24 Ja 2 3 HE 2 3 120
0 z ] 11 1 2 4 15 [z z & 13 3 2 4 Fl 2 [ ME 2 4 150
o z 5 13 1 2 5 i7 2 2 5 2 3 2 5 31 4 2z 5 50 S 2 5 L]
1 ] 1 5E |1 K] 1] B3 |2 E] ] [F] K] 3 [\ 7| 3 [0 |5 3 [1] ]
1 3 1 74 |1 3 1 0 |2 3 1 [ 3 3 1 21 [ 3 1 1\ |5 3 1 110
0 3 F] EERNE 3 H 13 [z 3 2 7] 3 3 2 24 |a 3 2 3w |5 3 2 140
1 3 E] 1L i ] 3 I 3 E] ] ] 3 3 0 |4 3 3 a5 |5 3 3 &
o 3 4 13 1 3 4 7 |z 3 4 22 3 3 4 Kl 4 ] 4 52 |5 3 4 10
1 3 5 15 1 3 5 19 |z 3 5 5 3 3 5 ElD 3 5 ENRE 3 5 250
] [l ] 75 |1 £l 1] i F ] & 15 k] g T 3] ] [l [ M 5 q ] T
1 [ 1 54 |1 Cl T 32 ] 1 [i] 5] g 1 = |8 [ 1 & |5 g T T
] 4 F] 11 1 4 2 15 2 4 F =0 3 4 2 28 4 4 2 47 5 4 2 p]
0 [ 3 13 1 4 3 T |2 4 3 FE] 3 4 3 32 |4 4 3 54 |5 4 3 260
] [ ] 15 T El £} =N ] ] 5 5] £} q E [ [ &2 |5 g C] =0
[1] 4 5 17 1 4 a5 22 2 g 5 28 3 4 5 40 ] 4 5 E S El 5 43
o 5 o 5.4 1 5 1] 13 2 5 a 7 3 5 b 25 4 5 1 41 S 5 a 240
1 5 1 Ty 1 ] 1 I 5 1 E1] K] = 1 I B 1 & |5 5 1 3=
[1] 5 2 13 1 ] 2 7 2 5 2 3 3 ] 2 32 4 5 2 S5 S 5 2 240
[1] 5 3 15 1 5 E] 19 2 5 3 25 3 ] 3 37 4 5 3 ] S 5 3 920
1 B ] 7 i ] g = |2 5 & =] ] = g Ll ] H [ - 5 E) TE
0 5 5 15 1 5 5 X |2 5 H EF] 3 5 5 45 |4 5 5 m |5 5 5 =1600

Referencia: Official Methods of Analysis of AQAC Intemacional, 18 ed. 2005. Chapter 17.3, pag. 40
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H.7.4.3 Tabla 3. NMP 100mL de muestra de agua o hielo e intervalos de confianza del 95%,
utilizando 5 tubos con 20mL de muestra.

95% de Limite de Confianza

Tubos Positivos NMP/100 mL (aproximado}
i Superior

0 =1.1 0 3.0

1 11 0.05 5.3

2 25 03 96

3 46 0.8 147

1 80 17 6.4

3 =8.0 4.0 -

Referencia: American Public Health Association. Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater. 20™ adition 1995. Washington DC.

H.7.4.4 Tabla 4. NMP por gramo de muestra e intervalos de confianza del 95%, utilizando 10 tubos
con 10mL de muestra.

Tubos Limite de conflanza

posiibem R rios Superor
o =1.1 - 3.3
1 11 0.05 59
2 23 0.37 81
] X 0.91 o7
4 =1 1.6 13
s ] o5 15
& oz 3.3 19
7 iz 4.8 24
& i6 =a 33
=] o3 X k)
10 =23 iz -

R't-eferencia: American Public Health Association. Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater. 20™ edition 1998. Washington DC.

H.7.4.5 Tabla 5. NMP por gramo de muestra e intervalos de confianza del 95%, utilizando 3 tubos
con 0.1, 0.01 y 0.001g de muestra.

Tuboe positives Limnite de . Limnite de
¥ MMP/g | confianza Tubos positivos KNMPig | confianza
.10 [ o071 | 6,001 [ Trf=rior | 3 T.0T | 0,001 [Tnteniar |
[1] [4] [1] S N] - a5 ] Z [] 21 45
o ] 1 3.0 015 G 2 Z 1 28 87
o 1 o 3,0 015 11 2 2 2 35 8.7
1] 1 1 &1 1.2 18 2 3 4] 29 8.7
[1] ] [] .2 12 18 2 3 i L 37
0] 3 o S 4 3.6 38 3 o] [u] 23 4.6
1 [1] [5] 2.6 o7 18 3 1] 1 38 8.7
1 [i] 1 7.2 1.3 18 a3 [i] 2 EE] 17
1 [1] 2 T =0 58 3 T 1] 43 =]
1 1 [8] 7 4 1.3 20 3 1 1 75 17
1 1 1 1 3.6 38 3 1 2 120 aT
1 2 [u] 11 3.6 42 3 1 3 160 40
T pel T 15 45 43 3 Z [1] o3 LE:]
1 3 o 16 4.5 42 3 2 1 150 a7
2 4] V] 9.2 1.4 38 3 2 2 210 40
2 [ 1 14 3.6 42 3 2 3 290 20
2 [5] 2 20 4.5 42 3 E] 1] 240 42
2 1 [N] 15 3.7 43 E] E] 1 460 [=]4]
| = 1 1 20 4.5 42 3 3 2 11040 180
2 1 2 27 8.7 EE] ] ] 3 =1100 | 420

Referencia: Bacteriological Analytical Manual. FDA, 8th Edition, Revision A, 19958, Actualizacion diciembre
2003.
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H.7.4.6 Tabla 6. NMP por gramo de muestra e intervalos de confianza del 95%, utilizando 5 tubos
con 0.1, 0.01y 0.001 g de muestra.

HMF por gramo de muestra e intervalos de confianza del 95 %, utilizando 5 tubos con
0. 1; 0,01 v 0,001g de muestra.
Mo, Tubos Limite de Mo, Tubos Limite de
positivos MMPYg conflanza positivos MMP/g conflanza.
[ 0071 [ 0.007 Tnferior | Superor § 0.1 o071 OO0 Inferlor | Superor |
[4] [1] [5] =1.8 — [ :] =) [4] = 21 5.8 40
] [1] 1 1.8 0.09 6.8 4 ] ] 25 9.8 70
[a] 1 [a] 1.8 0.09 6.8 4 1 [n] 17 5 40
[4] 1 1 3.6 0.7 10 4 1 1 21 5.8 42
[4] ped [4] N 0.7 10 E] 1 ] el 0.8 it}
4] 2 1 5.5 1.8 15 4 1 3 31 10 70
] 3 ] 5.6 1.8 15 4 2 ] 22 5.8 50
1 0 o 2 0.1 10 4 2 1 28 8.8 70
1 0 1 4 0.7 10 4 2 2 32 10 70
1 (0] 2 G i.a 15 4 2 3 38 14 100
1 1 o 4 0.7 12 4 3 o 27 8.9 7O
1 1 1 5.1 1.8 15 4 3 1 33 10 70
1 1 2 B.1 2.4 22 4 ] 2 38 14 100
1 2 ] G.1 1.8 15 4 4 0 34 14 100
1 2 1 8.2 2.4 22 4 4 1 40 14 100
1 3 [4] 8.3 3.4 22 4 4 2 47 15 120
1 ] 1 10 3.5 ¥ E] ] [4] EXl 14 100
1 4 4] 11 2.5 22 4 5 1 48 15 120
2 [1] ] 4.5 0.7 15 5 ] ] 23 5.8 70
2 0 1 5.8 1.8 15 5 [¥] 1 31 10 70
2 [4] 2 8.1 .4 e [:] [4] 2 43 14 100
2 1 1] 5.8 1.8 17 5 [] 3 58 22 150
2 1 1 8.2 3.4 22 5 1 [v] 33 10 100
2 1 2 12 4.1 28 5 1 1 46 14 120
2 2 [a] 9.3 2.4 22 5 1 2 563 22 150
2 2 1 12 4.1 28 5 1 3 84 34 220
2 2 2 14 5.9 38 5 2 (] 49 i5 150
2 3 o 12 4.1 268 5 2 1 70 22 170
2 3 1 14 5.9 38 5 2 2 ) 34 230
2 4 (8] 15 5.9 28 5 2 3 120 28 250
3 0 ] 7.8 21 22 5 2 4 150 58 400
] 0 1 11 a5 23 5 E] [¥] Ta 22 220
3 [4] 2 13 5.6 35 [:] 3 1 110 ) 250
] 1 1] 11 3.5 28 5 3 2 140 52 400
3 1 1 14 5.6 28 5 3 3 180 70 400
] 1 2 17 5] 2368 5 E] 4 210 70 400
] ped [1] 14 5.7 38 ] E) [4] 130 38 400
] 2 1 17 6.8 40 5 4 1 170 58 400
] 2 2 20 5.8 40 5 4 2 220 70 440
3 3 [5] 17 5.8 40 5 4 3 280 100 710
] 3 1 21 5.8 40 ] E] E] 350 T00 10
] 3 2 24 9.8 70 5 4 5 430 150 1.100
3 4 (] 21 5.8 40 5 5 o 240 70 710
3 4 1 24 9.8 70 5 5 1 350 100 1100
3 5 4] 25 8.8 70 5 5 2 540 150 1700
4 0 ] 13 4.1 35 5 5 3 920 220 2800
4 0 1 17 5.9 28 5 5 4 1600 400 4500
5 5 5 =16800 | 70D —

'Eacteriolngical Analytical Manual. Appendix 2. Most Probable Number for Seral Dilutions. FDA. Onling.
Octubre 2010
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H.7.4.7 Tabla 7. NMP por gramo de muestra e intervalos de confianza del 95%, utilizando 5 tubos
con 0.1, 0.01 y 0.001 g de muestra.

NMP por gramo de muestra ¢ intervalos de confianza del 95 %, utilizando 10 tubos con 0.1; 0.01 ¥y
0.001 g de muastra.

Tubos Positivos NMPIg eriFa de cnnfian_za Meo. tubos positives NMPig eriFa de cunfian.z.a
0.1 0.01 0.004 Inferior Supericr § 0.1 | 0.4 0.001 Inferior Supericr
0 0 0 <0.80 = 31 il 2 8] 17 7.7 34
0 0 1 0.9 0.04 3.1 a8 2 1 19 9 34
0 0 2 1.8 0.33 5.1 il 2 2 21 10 39
0 1 0 0.9 0.04 3.6 8 2 3 23 11 44
0 1 1 1.8 0.33 5.1 8 3 0 18 9 34
0 2 0 1.8 0.33 5.1 8 3 1 21 10 39
0 2 1 2.7 0.8 7.2 8 3 2 24 11 44
0 3 0 2.7 0.8 7.2 il 3 3 26 12 50
1 0 0 0.94 0.05 5.1 il 4 0 22 10 39
1 0 i 1.9 0.33 5.1 il 4 i 24 11 44
1 0 2 28 0.8 7.2 8 4 2 26 12 50
1 1 0 1.9 0.33 5.7 8 4 3 28 14 58
1 1 1 2.9 0.8 7.2 8 5 0 24 11 44
1 1 2 3.8 1.4 g 8 5 1 27 12 50
1 2 0 2.9 0.8 7.2 il 5 2 28 14 58
1 2 1 3.8 1.4 9 a8 5 3 32 15 62
1 3 0 3.8 1.4 9 il 6 0 27 12 50
1 3 1 4.8 21 11 8 ] 1 30 14 58
1 4 0 4.8 2.1 11 8 ] 2 33 15 62
2 0 0 2 0.37 7.2 8 7 i) 30 14 58
2 0 1 3 0.81 7.3 a8 7 1 33 17 73
2 0 2 4 1.4 9 il [l 2 36 7 T4
2 1 0 3 0.52 7.8 il 8 0 34 17 73
2 1 1 4 1.4 g a ) 1 ar 17 T4
2 1 2 5 2.1 11 g 0 0 17 7.5 31
2 pd 0 4 1.4 8.1 9 ] 1 18 9 34
2 2 1 3 2.1 11 g ] 2 22 10 39
2 2 2 6.1 3 14 g ] 3 24 11 44
2 3 0 5.1 21 11 g 1 0 18 9 39
2 3 1 6.1 3 14 g 1 1 22 10 40
2 4 0 6.1 3 14 g 1 2 25 11 44
2 4 1 7.2 3.1 15 g 1 3 28 14 58
2 5 i) 7.2 31 15 g 1 4 3 14 58
3 0 0 3.2 0.9 g g 2 0 22 10 44
3 0 1 4.2 1.4 9.1 g 2 1 25 11 48
3 0 2 5.3 21 11 g 2 2 28 14 58
3 1 0 4.2 1.4 10 g 2 3 32 14 58
3 1 1 5.3 21 11 g 2 4 35 17 73
3 1 2 5.4 3 14 g 3 0 25 12 50
3 pd 0 5.3 21 12 9 3 1 28 14 58
3 2 1 5.4 3 14 g 3 2 32 15 62
3 2 2 7.5 3.1 15 g 3 3 36 17 74
3 3 0 6.5 3 14 g 3 4 40 20 91
3 3 1 7.6 31 15 g 4 0 28 14 58
3 3 2 B.7 3.8 17 g 4 1 33 15 62
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NMP por gramo de muestra e intervalos de conflanza del 95 %, utilizando 10 tubos con 0.1; 0.01 y
0.001 g de muestra.

Tubos Positives

Limite de conflanza

Mée. tubos positives

Limite de conflanza

0.1 0.01 | 0.001 NMPIg Infarior Suparinr § 0.1 | 0.1 0.001 NMPig Infarior Superior
3 4 0 7.6 a1 15 g 4 2 ar 17 T4
3 4 1 8.7 3.6 17 g 4 3 41 20 91
3] 5 | 0 8.8 36 17 9 | 4 | 4 45 20 91
4 0 0 4.5 1.6 1 9 5 0 a3 17 73
4 0 1 2.6 2.2 12 ) ] 1 a7 17 74
4 0 2 6.8 3 14 9 5 2 42 20 91
4 1 0 5.6 2.2 12 g 5 3 46 20 91
4 | 1 1 6.8 3 14 9 | 5 | 4 51 25 120
4 1 2 8 36 17 9 1] 1] A8 17 T4
4 2 0 G.8 ] 15 g 6 1 43 20 9
4 | 2 | 1 8 36 17 9 | 6 | 2 47 21 100
4 Z 2 8.2 3.7 17 9 6 3 53 25 120
4 | 3 | o0 8.1 36 17 a | 7 | o 44 20 91
4 3 1 8.3 4.5 18 9 7 1 49 21 100
4 3 2 10 ] 20 g T 2 94 29 120
4| 4 | o0 FE 45 18 9 | 7 | 3 80 26 120
4 4 1 11 5 20 9 i) 0 50 25 120
4 ) 0 11 ] 20 g 8 1 1] 29 120
4 5 1 12 5.6 22 4 ] 2 61 26 120
“ ] 1] 12 5.6 22 9 -] 3 Gl 30 140
5] 0 | 0 5 25 14 s | 8 | o 57 25 120
5 ] 1 7.2 3.1 15 4 ] i 63 30 140
] 0 2 8.5 3.6 17 8 ) 2 Th 30 140
5] 0 | 3 9.8 45 8 Q0] 0] o 23 11 44
5 1 1] 7.3 3.1 15 10 0 1 27 12 50
5 | 1 1 85 36 17_J 0] 0| 2 31 14 58
5 1 2 88 45 18 10 0 3 a7 17 73
5 1 3 11 5 21 10 1 ] 27 12 57
5] 2 | 0 86 36 17_ L 10 1 1 32 14 61
5 2 1 84 4.5 18 10 1 2 3B 17 T4
] 2 2 11 ] 21 10 1 3 44 20 91
5 3 0 10 4.5 18 10 1 4 52 25 120
] 3 1 11 ] 21 10 2 0 33 15 T3
5 | 3 | 2 13 56 23 [0 2 [ 1 39 17 79
5 4 0 11 5 21 10 2 2 46 20 91
] 4 1 13 2.6 23 10 2 3 54 25 120
5 | 4 | 2 14 7 26 | 10| 2 | 4 63 30 140
5 5 0 13 6.3 25 10 3 i] 40 17 91
9 5 1 14 T 20 10 3 1 47 20 100
5 ] 0 14 7 26 10 3 2 56 25 120
] 0 0 7.8 3.1 17 10 3 3 66 30 140
6 0 | 1 92 36 17 Q0] 3| 4 77 34 150
3] 0 2 11 5 20 10 3 5 A9 38 180
-] 0 3 12 5.6 22 10 4 0 49 21 120
g 1 0 82 37 18 10 4 1 59 25 120
1] 1 1 11 5 21 10 4 2 70 30 150
] 1 2 12 56 22 10 4 3 82 38 180
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HNMP por gramo de muestra e intervalos de confianza del 95 %, utilizando 10 tubos con 0.1; 0.01 y
0.001 g de muestra.

Tubos Positivos

NMPIg

Limite de confilanza

Mo. tubos positivos

NMPIg

Limite de conflanza

041 | 0.04 | 0.004 Inferior | Superior | 0.1 | 0.09 | 0.004 Inferior | Superior
6 1 3 14 7 26 10 4 4 94 44 180
] 2 0 11 5 21 10 4 5 110 50 210
Li] 2 1 12 56 22 10 5 1] 62 26 140
€ 2 2 14 7 26 10 5 1 74 30 150
(] 2 3 15 7.4 30 10 ) 2 B7 38 180
€ 3 o 12 5.6 23 10 5 3 100 44 180
6 3 1 14 7 26 10 3 4 110 50 210
] 3 2 15 7.4 30 10 5 5 130 57 220
] 4 0 14 i 26 10 5 ] 140 70 280
6 4 1 15 7.4 30 10 6 o 79 34 180
& 4 2 17 g a4 10 g 1 84 ] 180
6 5 1] 16 T4 30 10 L] 2 110 50 210
] S 1 17 8 34 10 & 3 120 57 220
6 5 2 19 g 34 10 5] 4 140 70 280
g g 0 17 8 34 10 8 5 160 74 280
g g 1 19 a 34 10 g & 180 81 350
& 7 o 19 8 34 10 T o 100 44 210
T a 0 10 45 20 10 7 1 120 50 220
7 a 1 12 5 21 10 T 2 140 61 280
7 0 2 13 8.3 23 10 7 3 150 73 280
T a 3 15 7.2 28 10 7 4 170 91 350
7 1 0 12 5 22 10 T 5 180 91 350
T 1 1 13 6.3 25 10 T 6 220 100 380
7 1 2 15 7.2 28 10 L T 240 110 480
T 1 3 17 7.7 31 10 8 1] 130 60 250
7 2 0 13 6.4 26 10 8 1 150 70 280
T 2 1 15 7.2 28 10 8 2 170 80 350
7 2 2 17 .y 31 10 8 3 200 a0 350
T 2 3 19 a 34 10 8 4 220 100 380
7 3 0 15 7.2 30 10 8 5 250 120 480
7 3 1 17 ] a4 10 8 ] 280 120 480
7 3 2 19 a 34 10 8 T 310 150 620
7 3 3 21 10 39 10 8 8 350 150 620
T 4 1] 17 9 34 10 9 1] 17a T4 310
7 4 1 19 8 34 10 8 1 200 91 380
T 4 2 21 10 39 10 g 2 230 100 480
7 4 3 23 1 44 10 8 3 260 120 480
T 5 0 19 a 34 10 9 4 300 140 620
7 5 1 21 10 39 10 9 5 350 150 630
T 5 2 23 11 44 10 9 & 400 180 820
7 ] 0 21 10 39 10 9 7 480 210 970
7 g 1 23 1 a4 10 9 8 530 210 970
T 6 2 25 12 26 10 9 9 610 280 1300
7 7 0 23 11 a4 10 10 0 240 110 480
T T 1 26 12 50 10 10 1 290 120 620
8 0 0 13 5.6 25 10 10 2 350 150 820
& a 1 15 7 26 10 10 3 430 180 970
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NMP por gramo de muestra e intervalos de conflanza del 95 %, utilizando 10 tubos con 0.1; 0.01 y
0.001 g de muestra.

Tubos Positivos NMPIg Ll'miTe dea cnnﬁan_'za Mo, tubos positivos NMPlg Limite de c:}nfian_ra
0.1 0.04 0.004 Inferior Superor | 0.4 0.04 0.004 Inferior Superior
[i] 0 2 17 7.5 30 10 10 - 540 210 1300
i) 0 3 19 9 34 10 10 5 700 280 1500

8 1 0 15 71 28 10 10 ] 920 350 1900

8 1 1 17 7.7 3 10 10 T 1200 480 2400

8 1 2 19 9 34 10 10 8 1600 620 3400

8 1 3 21 10 39 10 10 9 2300 810 5300

10 10 10 =2300 1300 -

Bacteriological Analytical Manual, FDA, 8th Edition, Revision A, 1996. Actualizacidn diciembre 2003.

H.7.4.8 Tabla 8. NMP por 100mL de muestra inoculando tubos de cada una de tres diluciones
geometricas.

10 mil 1mL 2.4 ml KMP 10ml | 1mL 0. HMP 10 mil 1mlL 0.8 ml HMP 10 mil imL aiml KMP

0 0 0 <3 1 0 0 3.6 2 0 0 9.1 3 0 0 23

0 0 1 3 1 0 1 7.2 2 0 1 14 3 0 1 39

0 0 2 6 1 0 2 11 2 0 2 20 3 0 2 54

0 0 3 9 1 0 3 15 2 0 3 26 3 0 3 93

0 1 ] 3 1 1 0 7.3 2 1 0 15 3 1 0 43

0 1 1 6.1 1 1 1 11 2 1 1 20 3 1 1 73

0 1 2 9.2 1 1 2 15 2 1 2 27 3 1 2 120
0 1 3 12 1 1 3 19 2 1 3 3 3 1 3 160
0 2 0 6.2 1 2 4] 11 2 2 0 21 3 2 0 93

0 2 1 9.3 1 2 1 15 2 2 1 28 3 2 1 1350
0 2 2 12 1 2 2 20 2 2 2 35 3 2 2 210
0 2 3 16 1 2 3 24 2 2 3 42 3 2 3 250
0 3 0 9.4 1 3 0 16 2 3 0 29 3 3 0 240
0 3 1 13 1 3 1 20 2 3 1 36 3 3 1 460
0 3 2 16 1 3 2 24 2 3 2 44 3 3 2 1100
0 3 3 19 1 3 3 29 2 3 3 33 3 3 3 =1100

Referencia: Recommended Procedures for the Examination of Sea Water and Shelifish. Fourth Edition
1970. APHA. New York.

H.7.5 ESTIMACION DE LA DENSIDAD MICROBIANA POR LA TECNICA DE NMP. Uso de tablas de
NMP con 95% de limite de confianza.

H.7.5.1 Las tablas H.7.4.5, H.7.4.6, H.7.4.7 presentan la estimacion estadistica de los valores del NMP
que corresponden al 95% de limite de confianza cuando se utilizan 3, 5 y 10 tubos. Otras combinaciones de
resultados positivos y negativos no encontrados en estas tablas, tienen muy baja probabilidad de que se
presenten. Si los resultados no estan incluidos en las tablas, se debera repetir la prueba a partir de la muestra
original. Si no es posible, el NMP se puede obtener aplicando una ecuacion (véase Calculo aproximado del
NMP y el 95% de Limite de Confianza) para tener el NMP aproximado (para las combinaciones de 3y 5
tubos).

H.7.5.2 El intervalo del 95% de confianza se interpreta como sigue: si el analista supone que el nimero
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.

H.7.5.3 Cuando se preparan mas de 3 diluciones de una muestra, el NMP debera determinarse a partir de
los resultados de tres diluciones consecutivas. Primero, para todas las diluciones que tengan todos los tubos
positivos, seleccionar la dilucion mayor. Después usar las 2 siguientes diluciones mayores (A y B en los
ejemplos H.7.5.3.1 y H.7.5.3.2). Cuando en ninguna de las diluciones probadas hubiera crecimiento en todos
los tubos, seleccionar (si es posible) las primeras tres diluciones consecutivas para que la dilucion media
contenga resultados positivos (C de los ejemplos H.7.5.3.1 y H.7.5.3.2). Cuando se presenta un resultado
positivo en la diluciébn mas alta no seleccionada (menor cantidad de muestra), sumar el nimero de tubos
positivos a la dilucién mas alta seleccionada (D de los ejemplos H.7.5.3.1 y H.7.5.3.2). Cuando todos los tubos
de todas las diluciones son positivos seleccionar las tres diluciones mas altas. (E de los ejemplos H.7.5.3.1 y
H.7.5.3.2).
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H.7.5.3.1 Ejemplo para determinar el NMP estimado en series de tres tubos con 19 (mL) de muestra
por tubo.

Cantidad de muestra (g o mL)" Walores positivos NMP estimado/g
0.01 0.001 | 0.0001 0.00001 SEIatos G
A 33 3| 23 3-2-0
B a3 A3 | 33 213 03 320 9300
[ 0/3 o3 | 13 02 03 0-1-0 30
D 33 3| 23 113 173 3-2-2 2100
E 33 TN ETE] 3R 33 323 =110000

# Numerador/denominadeor = nimero de tubos positivesindmero de tubos inoculados.
o Multiplicar todos los valores de NMPfg (mL) por 100 para expresarios como NMPAO0 g {(mL).

H.7.5.3.2 Ejemplo para determinar el NMP estimado en series de 5 tubos con 1 g (mL) de muestra
por tubo.

Cantidad de muestra (g o mL)2 Valores positivos NMP estimado/g o
001 0001 00001 0.00001 Eroiois mLD

A | 55| 55 | 25 5-2-0 490

B 55| &5 | &5 | 2/5 0/5 520 4900

C (05| 05| 15 | 05 0/5 0-10 18

D | &5| 555 | 255 | 15 15 5-3-2 1400

E 55| 55 | &5 | &/5 5/5 555 ~160000

aNumerador/denominador = numero de tubos positivos/numero de tubos inoculados.
bMultiplicar todos los valores de NMP/g (mL) por 100 para expresarlos como NMP/100 g (mL).
H.8. CALCULO APROXIMADO DEL NMP Y EL 95% DE LIMITE DE CONFIANZA.

H.8.1 Debido a la inherente complejidad para calcular los limites de confianza del NMP lo mas comun es el
uso de tablas. Generalmente estas tablas estan limitadas al uso de 3, 5 y 10 tubos por dilucion, incluso
usando un método aceptado, pueden presentarse datos irregulares o accidentes de laboratorio que causan
pérdida de 1 o mas tubos de dilucién. En este caso una serie de diluciones de por ejemplo: 5, 4, 4 puede dar
una lectura de 5 - 2 - 0. Para estos casos se puede aplicar una férmula sencilla, la cual no corresponde
exactamente con los resultados obtenidos tedricamente; sin embargo, las desviaciones generalmente son
pequenas, esta formula no debe ser aplicada para fines de regulacion. La formula no restringe el nimero de
tubos o las diluciones y puede aplicarse para todo tipo de pruebas. El calculo aproximado de Thomas esta
dado por la siguiente ecuacion:

NMP/g = P/(N T)""2

Donde: P es el numero de tubos positivos, N es la cantidad total de muestra (g) en todos los tubos
negativos y T es la cantidad total de muestra (g) en todos los tubos.

Por ejemplo, considerando que se tuvieran serie de diluciones al doble:

MUESTRA No. DE No. DE
@) TUBOS TUBOS
POSITIVOS

5

o =~ N M
o o0 o1 o0 O
-~ o N A
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0,25 5 0

El nimero de tubos positivos es:

P=(5+4+2+1)=12;

N = (8x0) + (4x1) + (2x3) + (1x5) + (0,5x4) + (0,25x5) = 18,25; y
T =5 (8+4+2+1+0,5+0,25) = 78,75

NPM/g = 12/(18,25 x 78,75)"2 = 0,32/g 0 32/100 g.

Los limites de confianza del 95% estimados, pueden obtenerse del antilogaritmo de base 10 con la
siguiente ecuacion:

log (NMP/g) +1,078 [(log a)/n ]2
Log (NMP/g) £ (1,96) (0,55)
Donde: a es el radio de diluciéon 2 'y
n es el numero de tubos por dilucion.
Para el ejemplo anterior el NMP con n =5 y un limite de confianza aproximado de 95% sera el siguiente:
log 0,32 + (1,078)[(log a)/n 1'2
=-0,495 + 0,265

Entonces el limite inferior es el antilogaritmo (-0,76) = 0,17/g o 17/100 g y el limite superior es el
antilogaritmo (-0,23) = 0,59/g o 59/100 g. Cuando se compara con las tablas el NMP podria ser 0,31/g con
limites de confianza de 0,16/g y 0,57/g.

H.9. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.
H.9.1 Expresar en NMP/g o mL para alimentos y NMP/100mL para agua.

H.9.2 Cuando se obtienen resultados negativos (ausencia de gas en los tubos), informar el limite de
deteccién que corresponde a menos de una vez el valor mas bajo del NMP de la tabla utilizada. Excepto en
los casos de agua para uso y consumo humano que por acuerdo internacional se informa como “No
detectable” o “ND”.

H.10. MEDIDAS DE CONTROL DE CALIDAD.

H.10.1 Verificar la funcionalidad del procedimiento analitico mediante cultivos control con cepas de E. coli
y E. aerogens para coliformes fecales y E. coli y K. pneumoniae para la determinacién de E. coli con caldo
EC-MUG.

H.10.2 Cuando el ingreso de muestras para esta determinacion sea frecuente, analizar un duplicado cada
mes; si el ingreso no es frecuente, realizar un duplicado cada 10 muestras.

H.10.3 Registrar las temperaturas de incubacion con termometros verificados.
H.10.4 Pesar la muestra en balanza calibrada y verificada.

H.10.5 Verificar el ciclo de esterilizacion de autoclaves con indicador biologico y termémetro de maximas
calibrado o verificado.

H.10.6 Verificar el ciclo de esterilizacion de hornos con indicador biolégico.

H.10.7 Realizar control de medios de cultivo con cepas tipo (evaluacion biolégica) y evaluacion fisica.
H.10.8 Realizar control ambiental por el método de sedimentacion.

H.11. VALIDEZ DE LA PRUEBA.

H.11.1 Si el crecimiento de los controles no es caracteristico la prueba se invalida.
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H.11.2 Cuando todos los tubos de la menor dilucién sean positivos y todos los tubos de la dilucién mayor
sean negativos o la combinacién de ambos.

H.12. Diagrama de Flujo.

| mocular Caldo Lawil trigiosa & incubar 24 = Th 2 35 £ 0.5°C. |

[
y v

Se produjo Gasicrecimientn, transfedr una asada Sin produccion de gas a las 24k,
al caldo de confirmacion verde beillante laciosa bilis. Incubar 48k + 3k 3 35°C inculbar por 24k adicionales en
+0.5°C. un total de 48h £ 3h.
' |
Produccion de gas. Transferr al agar Sin produccion de gas | Sin produccion de gas |
EMDO 6 Mac Conkey. Incubar 24k + 2k a Grapo coliforme ausente
35 £0.5%C.

Colonias tipicas o atipicas de coliformes. |
Transfieridas a wn agar nulritve inclinado y Colonias negativas
a cakdo Lawil fripiosa.

Inculbar el agar inclinado por 24h y &
caldo Lawrl fripiosa por 24 £ Zh a 46h £
3ha3FC0.5°C.

Grapo caoliforme
ausents

Sin produccion de gas

Produccion de gas.

Realizar fincidn g2 Gram al crecimiento en Grupo coliforme
el agar nutritivo inclinado. ausente

i

[ |
Presencia de bacils corios Gram Bacilos  esporulados  Gram
negafivos, no positives
Esporuados. El grupo coliforme Grupa coliforme ausente
esia pressnte.

H.13. Preparacion de Medios de Cultivo.
H.13.1 Caldo A-1.
H.13.1.1. Férmula.

Este medio se debe preparar a partir de ingredientes:

Lactosa 5,09
Triptona 20,09
Cloruro de sodio 5,0g
Salicina 0,59

Eter p-isoctilfenil polietilen glicol (Triton X-100) 1,0mL
Agua destilada 1000mL

H.13.1.2. Preparacion: Calentar los ingredientes hasta su disolucién, agregar 1mL del Tritén X-100 y
ajustar el pH a 6,9 + 0,1. Para alicuotas de 10mL preparar y utilizar el medio a doble concentraciéon. Para
lograr aproximadamente el mismo nivel del medio e indculo en todos los tubos, distribuir porciones de 10mL
del caldo en tubos de 18 x 150mm. Los tubos deben contener campanas de Durham; usar tubos de 22 x
175mm para el caldo a doble concentracion. Esterilizar en autoclave a 121°C por 10 min y guardar el medio a
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temperatura ambiente en un lugar oscuro por no mas de 7 dias. La formacién de precipitado particularmente
en los tubos de doble concentracion, no afecta el desempeiio.

Nota: Debido a que las diferencias geograficas pueden afectar el desempefio del método medio A-1, antes
de empezar a utilizarlo determinar su comparabilidad con el método de tubos lauril Sulfato — Caldo EC. Més
aun, el medio A-1 debe prepararse a partir de sus ingredientes individuales.

H.13.2 Caldo lauril Triptosa.
H.13.2.1. Férmula.

Bacto triptosa

Bacto lactosa

Fosfato potasico dibasico
Fosfato potasico monobasico
Cloruro de sodio

Lauril sulfato de sodio

Agua destilada

pH final: 6,8 £ 0,2 a 25°C.

20,09
5,0g
2,759
2,75¢g
5,0g

0,1g
1000,0mL

H.13.2.2. Preparacion: Disolver los ingredientes en un L de agua destilada, ajustar el pH si es necesario y
distribuir en tubos de ensaye 16 X 150mm con campanas de Durham de 5 x 45mm. Adicionar el volumen de
medio de acuerdo con la siguiente tabla cuando se prepare a partir de medio completo deshidratado.

Esterilizar en autoclave durante 15 min a 121°C.

Preparacion de caldo lauril triptosa.

Cantidad de medio por tubo (mL) Volumen de medio mas in6culo Caldo lauril Triptosa
(mL) requerido g/l
10 o més 11 o més 35,6
10 20 71,2
20 30 53,4
10 30 106,8
50 150 106,8
35 135 137,1
20 120 213,6

H.13.3 Caldo EC.
H.13.3.1. Formula.

Bacto triptosa o tripticasa
Bacto lactosa

Bacto sales biliares No. 3
Fosfato dipotasico
Fosfato monopotasico
Cloruro de sodio

Agua destilada

pH final: 6,9 £ 0,2 a 25°C.

20,0g
5,09

1,59

4,09

1,59

5,0g
1000,0mL

H.13.3.2. Preparacion: Disolver los ingredientes en un L de agua destilada, dejar en reposo durante 5 a
10 min, mezclar bien hasta que se disuelva por completo. Ajustar el pH si es necesario. Distribuir en porciones
de 10mL en tubos de ensaye de 16 x 150 mm con campanas de Durham de 5 x 50mm y esterilizar en

autoclave durante 15 min a 121°C.
H.13.4 EMB-L
H.13.4.1. Férmula.
Peptona

Lactosa
K2HPO4

10,0g
10,09
2,0g
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Eosina Y 0,49
Azul de metileno 0,065¢g
Agar 15,09
Agua destilada 1000mL

pH final: 7,1 £ 0,2
H.13.4.2. Preparacion: Disolver la peptona, el fosfato y el agar en un L de agua, calentar hasta ebullicion
para la disolucion completa, distribuir en porciones de 100 o 200mL y esterilizar a no mas de 121°C por 15 min.

Fundir antes de su uso y adicionar a cada porcion de 100mL; lo siguiente:
a) 5mL de solucion de lactosa al 20% estéril.

b) 2mL de solucion acuosa de eosina y al 2%.

c) 4,3mL de solucién acuosa de azul de metileno al 0,15%.

Cuando se use el producto deshidratado, disolver todos los ingredientes de acuerdo con las instrucciones
del fabricante.

H.13.5 Caldo triptona al 1 %.

H.13.5.1. Féormula.

Triptona o tripticasa 10g
Agua destilada 1000mL
pH final: 6,9 £ 0,2

H.13.5.2. Preparacion: Disolver los ingredientes, distribuir en porciones de 5mL en tubos de ensaye de 16
x 125 0 16 x 150mm y esterilizar a 121°C por 15 min.

H.13.6 Caldo MR — VP.
H.13.6.1. Férmula.

Peptona tamponada 79
Glucosa 5g
K2HPO4 5¢
Agua destilada 1000mL
pH final: 6,9 + 0,2
0
Digerido Pancreatico de caseina 3.5g
Digerido péptico de tejido animal 3.5g
Dextrosa 5g
Fosfato de potasio 5g
Agua destilada 1000mL
pH 6.9 +0.2
0
Peptona 5g
Glucosa 5g

Regulador de Fosfatos 5g
Agua destilada 1000mL
pH7.5+0.2

H.13.6.2. Preparacion: Disolver los ingredientes con calentamiento suave si es necesario, distribuir en
volumenes de 10mL en tubos de ensaye de 16 x 150mm y esterilizar a 121°C por 15 min.

H.13.7 Caldo Citrato de Koser.
H.13.7.1. Férmula.
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NaNHsHPO4 +4H20 1,59
KH2PO4 (monobasico) 1,0g
MgSO4 +7H20 0,29
Citrato de 976dio <2H20 3,0g
Agua destilada 1000mL

H.13.7.2. Preparacién: Distribuir 5mL del caldo preferentemente en tubos de ensaye con tapa de rosca y
esterilizar a 121°C por 15 min.

Esta formulaciéon se recomienda en los métodos de gnélisis oficial de AOAC y en los Métodos Estandares
para el Analisis de Agua y Aguas de Desecho (APHA). Este difiere de la composicién del medio deshidratado
disponible comercialmente y es recomendable su uso.

H.13.8 Citrato de Simmons.
H.13.8.1. Formula.

NaNH4HPOQO4 *4H20 1,59
KH2PO4 (monobasico) 1,0g
MgSOQOs4 +7H20 0,2g
Citrato de 986dio *2H20 3,0g
NaCl 5,0g
Agar 5g

Azul de bromotimol 0,08¢g
Agua destilada 1000mL

H.13.8.2. Preparacion: Disolver los ingredientes y calentar a ebullicion por 1 min. Distribuir en porciones
de 5mL, en tubos con tapén de rosca, esterilizar por 15 min a 121°C y dejar solidificar en una superficie lo
suficientemente inclinada para tener una profundidad de 3 cm.

H.13.9 Regulador de fosfatos solucién concentrada.
H.13.9.1. Férmula.
KH2PO4 | 349
Agua destilada | 500mL

H.13.9.2. Preparacion: Solucién concentrada: Disolver el fosfato en 500mL de agua y ajustar el pH a 7,2
con soluciéon de hidréxido de sodio 1,0N, llevar a un L con agua y esterilizar durante 15 min a 121°C.
Conservar en refrigeracion.

Solucion de trabajo: Tomar 1,25mL de la soluciéon concentrada y llevar a un L con agua. Distribuir en
porciones de 99, 90 y 9mL segun se requiera. Esterilizar a 121°C durante 15 min. Después de la
esterilizacion, el pH y los volumenes finales de la solucién de trabajo deberan ser iguales a los iniciales.

H.13.10. Diluyente de peptona al 0.1 %.
H.13.10.1. Férmula.

Peptona 19
Agua destilada 1000mL
pH: 7,0 £ 0,2

H.13.10.2. Preparacion: Disolver la peptona en el agua destilada y esterilizar a 121°C por 15 min.
H.13.11. Reactivo de Kovacs.
H.13.11.1 Férmula.

p-dimetilaminobenzaldehido 5g
Alcohol amilico (normal) 75mL
HCI concentrado 25mL

H.13.11.2. Preparacién: Disolver el p-Dimetilaminobenzaldehido en alcohol amilico normal, adicionar
lentamente el HCI. Aimacenar a 4°C.
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H.13.12 . Reactivo de VP.
H.13.12.1. Férmula.

Solucioén 1.
alfa-naftol 5g
Alcohol Absoluto 100mL
Solucién 2.
KOH 409
Agua destilada Para llevar a 100mL

H.13.13 . Indicador rojo de metilo.
H.13.13.1.F6rmula.

Rojo de metilo 0,10g
Etanol al 95% 300mL
Agua destilada Para completar 500mL

H.13.13.2. Preparacion: Disolver el rojo de metilo en 300mL de etanol y aforar a 500mL con agua destilada.
H.13.14. Reactivos para la coloracién de Gram.

H.13.14.1 Cristal Violeta.

H.13.14.1.1. Férmula.

Solucion A.
Cristal violeta (colorante 90%) 29
Etanol 95% 20mL
Solucion B.
Oxalato de amonio 0,8g
Agua destilada 80mL

H.13.14.1.2. Preparacion: Mezclar la solucién A y B y filtrar a través de un papel filtro. Aimacenar por 24h.
H.13.14.2 lodo.
H.13.14.2.1. Formula

lodo 19
loduro de potasio (KI) 29
Agua Destilada 300mL

H.13.14.2.2. Preparacion: Colocar el KI en un mortero, adicionar el iodo, triturar con el pistilo por 5 a 10
seg, adicionar 1mL de agua vy triturar. Adicionar 5mL de agua y triturar. Adicionar 10mL de agua vy triturar.
Vaciar esta solucion en una botella de reactivo, enjuagar el mortero y el pistilo con la cantidad de agua
necesaria para completar 300mL.

H.13.14.3 Colorante de contraste (solucién concentrada).
H.13.14.3.1. Féormula.
Safranina 2,5g
Etanol al 95% 100mL

H.13.14.3.2. Preparacion: Solucion de trabajo: Adicionar 10mL de la solucidon concentrada a 90mL de
agua destilada.

H.13.14.4 Caldo EC — MUG

H.13.14.4.1. Preparacion: Preparar el caldo EC y adicionar 50mg de 4-metilumbelliferyl-beta-D-glucurénido
(MUG) por L antes de esterilizar (121°C por 15 min). El caldo EC-MUG esta comercialmente disponible.

Apéndice normativo I.
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Método aprobado para la estimaciéon de la densidad de E. coli por la técnica del NMP, para
productos de la pesca.

Este método es aplicable para pescados y productos de la pesca como: pescados crudos, enteros o filetes
sin piel y cabeza, pescado salado, seco, ahumado, cefalépodo entero o en rebanada, crustaceos entero como
langostas, cangrejo, gasterdpodos, bivalvos, caracoles, procesados pescados y crustaceos moluscos como:
secos, ahumados, marinados, troceado, horneado, pescado entero o filetes con o sin piel cocidos, surimi,
crustaceos enteros y moluscos en su concha, congelados, pescado, entero, filetes y piezas, cangrejo,
cefalépodos, moluscos en concha cocidos y caracoles en concha.

I.1. INTRODUCCION.

Este método consta de dos etapas. La primera es un enriquecimiento mediante la inoculacion de la
muestra previamente homogeneizada y diluida en 5 tubos por dilucién, en caldo glutamato con minerales
modificado e incubado a 37+1°C por 24h. La segunda es la confirmacion de la presencia de E.coli mediante la
resiembra de tubos en los que se observe produccién de acido en agar que contenga 5-bromo-4-cloro-3-indol-
B-D glucuronido y detectar la actividad de B-glucuronidasa incubado a 44+1°C por 22 +1°C.

1.2. EQUIPO.

1.2.1 Emplear el equipo e instrumentos de laboratorio habituales incluyendo.
1.2.2 Homogeneizador peristaltico y bolsas.

1.2.3 Motor homogeneizador rotatorio) y vasos de licuadora.

1.2.4 Gabinete de flujo laminar (clase Il).

1.2.5 Refrigerador a 3°C + 2°C.

1.2.6 Material de vidrio esteéril.

1.2.7 Cuchillos desconchadores, tijeras, pinzas, espatulas estériles.
1.2.8 Mechero Bunsen.

1.2.9 Guantes de latex.

1.2.10 Incubadora a 37°C +1°C y a 44°C + 1°C.

1.2.11 Asas bacteriolégicas.

1.2.12 Pipetas de 1mL, 2mL y 10mL.

1.3. MATERIALES.

1.3.1 Cajas Petri desechables 15mm x 100mm.

1.3.2 Tubos de ensaye 18mm x 200mm y de 16mm x160mm con tapdn de rosca.
1.3.3 Botellas de dilucién de vidrio de borosilicato con tapa de rosca.
1.3.4 Botellas de 500mL esterilizables.

1.4. REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO.

1.4.1 Etanol.

1.4.2 Agua peptonada al 0.1% (concentracion simple).

1.4.3 MMGB medio selectivo de enriquecimiento.

1.4.4 TBGA

I1.5. CULTIVOS DE REFERENCIA.

1.5.1 E. coli ATCC 25922 o ATCC 8739.

1.5.2 E. faecalis ATCC 29212 o ATCC 19433.

1.6. PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

1.6.1 Procedimientos generales. Todas las preparaciones de la muestras deben llevarse a cabo en
condiciones asépticas con materiales estériles y evitar contaminaciones de fuentes externas.
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1.6.2 Productos congelados. Los productos congelados deben permitir que obtengan una consistencia
adecuada para ser muestreados en el laboratorio, almacenados de 18 a 27° (temperatura del laboratorio) por
maximo de 3h o a 2°C £ 2°C por de 24h. Las muestras deben ser analizadas tan rapido como sea posible
después de este paso. Si el producto todavia estd congelado, tomar una porcién del diluyente a temperatura
del laboratorio y adicionar para facilitar la descongelacion.

1.6.3 Productos secos y duros. No homogeneizar en un homogeneizador rotatorio por mas de 2.5 min.

Para productos secos y duros heterogéneos, puede ser necesario picarlos o moler la muestra por no mas
de 2.5 min para evitar el aumento de temperatura.

1.6.4 Productos liquidos no viscosos. Antes de analizar la muestra agitar con la manos 25 veces en un
arco de 25cm o por medios mecanicos para asegurar la distribucion homogénea de los microorganismos.

1.6.5 Productos heterogéneos. Para las muestras que contienen diferentes piezas de alimentos,
muestrear varias alicuotas representativas de las diferentes porciones del producto. También se puede
homogeneizar toda la muestra del recibida en el laboratorio y tomar una porcién analitica de este
homogeneizado. Para lo cual puede ser necesario picar o moler por mas de 1 min para evitar
sobrecalentamiento de la muestra.

1.6.6 Productos acidos. Cuando se analicen productos acidos es necesario llevar el pH a la neutralidad.
El uso de un diluyente con un indicador de pH puede evitar el uso de tiras de reactivas de pH. Para lo cual es
necesario adicionar NaOH (0.1 M) y ajustar cuando el indicador cambie de coloracion.

1.6.7 Alimentos altos en grasa. (aproximadamente sobre el 20% de grasa). Usar diluyente con Tween 80
entre 1 y 10mg/l de acuerdo al contenido de grasa mejora la emulsificacion de la suspension.

1.6.8 Pescado fresco entero. Las areas de las branquias, el intestino y el afio deben ser cubiertas con
algodon estéril empapado de alcohol al 70%. Tomar porciones cubicas del musculo dorsal y moler con el diluyente.

1.6.9 Rebanadas y filete de pescado. Tomar una porcion representativa de la muestra y diluir 1 + 9 de
diluyente.

1.6.10 Cefal6podos enteros y en rebanadas. Remover la piel y las ventosas con pinzas y bisturi. Tomar
porciones cubicas del musculo dorsal y porciones de los tentaculos. Adicionar diluyente necesario para tener
una diluciéon 1:10. La carne de los cefalopodos es relativamente firme, moler con el diluyente con
homogeneizador rotatorio o cortar en piezas finas.

1.6.11 Crustaceos enteros como cangrejos. Utilizar martillo, pinzas y pinzas para romper la concha y
tenazas para extraer la cantidad maxima de carne para el analisis. Adicionar el diluyente y moler con
homogeneizador rotatorio. Alternativamente se puede cortar en piezas finas y colocarlo en doble bolsa de
homogeneizador peristaltico para evitar derrames durante la homogeneizacion.

1.6.12 Carne de crustaceo en concha. Tomar una porcidon necesaria para tener una suspensiéon 1:10 y
homogeneizar.

1.6.13 Crustaceos como gambas, langostinos y langostas. Remover la cabeza y la cola antes del
analisis de la carne del cuerpo. Excepto para animales pequefios cortar la carne en piezas. Homogeneizar en
licuadora. Adicionar la cantidad necesaria de diluyente para tener una dilucion 1:10.

1.6.14 Moluscos bivalvos, gaster6podos y otros. Las muestras en el laboratorio deben ser almacenadas
a 4 +2°C. Los moluscos deben estar vivos. Desechar los moluscos con las conchas abiertas o dafiadas. Una
muestra representativa debe contener al menos 6 conchas individuales que deberan ser aproximadamente 75
a 100g (25g para animales pequefios). La muestra de bivalvos debe contener carne y liquido intervalvar
(licor). Abrir la cantidad necesaria de moluscos para tener la cantidad suficiente de muestra para el método.

1.6.14.1 Bivalvos. Lavar y cepillar cada concha con agua potable corriente, especialmente del musculo
abductor o bisagra. Colocar los bivalvos en una charola con un papel absorbente. Con un cuchillo
desconchador estéril, insertar la punta entre las valvas y hacer palanca para cortar el musculo abductor y abrir
la concha. Penetrar sobre la concha superior y drenar el licor y la carne en un vaso de precipitados estéril.
Adicionar una parte de carne y licor (agua intervalvar) y 2 partes de diluyente y homogeneizar en
homogeneizador rotatorio por 30 seg a 2 min. De esta manera se obtiene una suspension 1:2 de diluyente,
puede adicionarse la cantidad necesaria para obtener una dilucion 1:9.



(Segunda Seccién) DIARIO OFICIAL Lunes 6 de mayo de 2013

1.6.14.2 Gasterépodos. Lavar y cepillar cada concha, lavarlas con al alcohol al 70%, romper la concha
con un martillo para extraer el animal. Preparar una dilucion 1:2 en diluyente y posteriormente completar el
volumen a una dilucién 1:10.

1.6.14.3 Erizos de mar. Lavar 6 piezas individualmente con agua potable corriente y colocarlos en una
charola estéril. Sostener los animales con unas pinzas y con un guante apropiado cortar una pieza del lado
ventral con unas tijeras afiladas. Colectar la carne y en fluido en un contenedor estéril para homogeneizarlo.
Preparar una dilucién 1:2 con diluyente y después una cantidad necesaria para tener una dilucion 1 + 9 con el
mismo diluyente.

1.6.15 Productos salados y encurtidos. Tomar tiras del producto para obtener el homogeneizado. En
caso de que sea muy salado es necesario diluir mas de 1:10.

1.6.16 Pescado seco. Con unas tijeras cortar piezas de cuerpo del pescado incluyendo la piel. Preparar
una suspension 1:2 con el diluyente y homogeneizar un motor de licuadora, adicionar la cantidad suficiente
para tener una dilucién 1:10 usando el mismo diluyente.

1.6.17 Pescado seco y salado. Prepara la muestra igual que para el pescado seco. Si es necesario
rehidratar la muestra con agitacion por 60 min de 18 a 27°C.

1.6.18 Pescado ahumado entero. Si el pescado se come entero, incluir en la muestra la piel, si no se
come entero excluir la piel.

1.6.19 Pescado ahumado en filetes o rebanadas con o sin piel. Tomas porciones en cubo de la muestra
retirando la piel.

1.6.20 Productos marinados. Para productos acidificados bajar el pH.

1.6.21 Pescados empanizados, surimi, crustaceos y moluscos delicatesen. Tomar porciones
representativas de la muestra y diluir 1:10.

1.6.22 Platillos con pescado, crustaceos y moluscos cocidos. Tomar una porciéon de cada
componente. Homogeneizar toda la muestra para tomar una muestra analitica.

1.6.23 Gasterépodos cocidos. Tomar una porcién del cuerpo del animal con pinzas y diluir 1:10.

1.6.24 Langostinos en concha congelados en bloque. Descongelar poco a poco por 1 h a 18- 27°C
(temperatura ambiente) para que el bloque se pueda romper, extraer los langostinos con pinzas estériles.
Mezclar las piezas con un homogeneizador peristaltico.

1.6.25 Bloques congelados de carne de cangrejo en hojuelas. Descongelar poco a poco por 1 ha 18-
27°C (temperatura ambiente) para que el bloque se pueda romper, extraer trozos con pinzas estériles.
Mezclar con el diluyente con un homogeneizador rotario.

1.6.26 Cefal6podos enteros congelados en bloque. Descongelar poco a poco por 1 h a 18-27°C
(temperatura ambiente) para que el bloque se pueda romper, extraer con pinzas o tijeras estériles. Mezclar las
piezas con un homogeneizados rotario.

1.6.27 Filetes de pescado congelado en bloques. Tomar una muestra perforando el bloque o permitir
que se descongele de 18 a 27°C por 1 h y tomar porciones con pinzas estériles o dejar que se descogele o
suficiente por no més de 3h para tomar porciones con pinzas estériles.

1.6.28 Piezas grandes de pescado congelado en bloques. Descongelar poco a poco por 1 h a 18- 27°C
(temperatura ambiente) para que el bloque se pueda romper, rebanadas con cuchillo bien afilado estéril por la
mitad del bloque.

1.6.29 Porciones pequefias de pescado congeladas individuales. Descongelar poco a poco por 1 hora
a 18- 27°C (temperatura ambiente). Tratar la muestra como un producto fresco.

1.6.30 Atun entero congelado. Si el atin es descongelado tomar una pieza del musculo debajo de la piel
usando un cuchillo estéril. Si el atin no se descongela usar un perforador. Pescado congelado y piezas de
pescado congelado. Descongelar poco a poco por no mas de 3h a 18-27°C (temperatura ambiente) o
descongelar en el refrigerador de 0°C a 4°C por maximo de 48h o tomar piezas con un perforador evitando los
huesos si es posible.
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1.6.31 Preparacion de diluciones decimales. Transferir 1mL de la suspension inicial a un tubo con 9mL
de diluyente estéril.

NOTA: Si es necesario tener un volumen més grande de la suspension inicial (més de 1mL) adicionar 9
partes del diluyente empleado. Introducir la pipeta no mas de 1cm de profundidad. Utilizar una pipeta para
cada dilucién. Mezclar perfectamente entre cada dilucion preferentemente usando un agitador mecanico para
obtener una dilucién 102" Si es necesario repetir la operacion con una pipeta nueva diferente para obtener 10
3, 10 etc. hasta obtener la dilucion apropiada y obtener la cantidad de microorganismos necesaria. Se
deberan suficientes diluciones decimales para obtener resultados negativos.

1.6.32 Duracién del proceso. El tiempo inicial entre la preparacion de la suspension y el momento final
cuando el inéculo entre en contacto con el medios no debe ser mayor a 45 min, mientras que el limite de
tiempo entre la preparacion de la suspension inicial y el comienzo de las diluciones de las diluciones
decimales siguientes no debe ser mayor a 30 min a menos que se especifique otra cosa.

I.7. MEDIOS DE CULTIVO.

1.7.1 Agua peptonada al 0.1% (concentracién simple).

I.7.2 Caldo glutamato con minerales modificado (MMGB medio selectivo de enriquecimiento).
1.7.3 Agar bilis glucuronido (TBGA segundo medio selectivo).

1.8. PROCEDIMIENTO, INOCULACION DEL ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO.

1.8.1 En caso general inocular 3 tubos por cada dilucién. Para moluscos vivos, u otros productos
especiales y/o cuando sea necesario obtener resultados mas exactos es necesario inocular series de 5 tubos
por dilucién. Tomar 3 tubos de medios de enriquecimiento selectivo. Con una pipeta estéril transferir 10mL de
la muestra liquida o 10mL de la suspension original en caso de otros productos. Tomar 3 tubos de
concentracion simple de medios de enriquecimiento selectivo, usando otra pipeta estéril, transferir a cada uno
de estos tubos 1mL de la muestra liquida o 1mL de la suspension en caso de otros productos. Realizar
diluciones decimales y repetir los puntos anteriores para cada dilucion. Mezclar cuidadosamente el inéculo y
el medio.

1.8.2 Incubar a 37°C + 1°C por 24h + 2h.

1.8.3 Para cada tubo inoculado que muestre presencia coloracién amarilla estriar con un asa a una placa
de agar triptona bilis glucuronido para obtener colonias aisladas.

1.8.4 Incubar las placas a 44°C + 1°C por 24h + 2h 14.

1.8.5 Después del periodo de incubacién, observar la presencia de colonias de cualquier tono azul
(obscuro o palido), indican la presencia de p-glucuronidasa positivo de E. coli.

1.9. INTERPRETACION.

1.9.1 Considerar como positivo cada tubo del cual se obtengan colonias azules a azules-verdes en la palca
del medio selectivo. Contar por cada dilucion el numero de tubos positivos en el medio.

1.10. EXPRESION DE RESULTADOS.

1.10.1 Calcular el numero mas probable a partir del nimero de tubos positivos por cada dilucidn
consultando las tablas 1.1 o 1.2 dependiendo de la serie de tubos que se utilice. Considerar la cantidad de
gramos de muestra en cada dilucién e informar por 100g de molusco o por gramo para productos de la pesca
en general.

[.11. PRECISION.

1.11.1 La técnica del NMP tiene amplias variaciones en los resultados en series de 3 tubos por dilucion.
Por lo que los resultados obtenidos deben ser usados con precauciéon. Cuando se use las series de 5 tubos,
se debe de reportar con la precision obtenida la cual es comparable con los métodos de cuenta de colonias.
Los limites de confianza se encuentran en se encuentran en las tablas.

Ejemplo:
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Para una muestra sdlida, en el 95% de los casos los limite de confianza varian de 13 a 200 E.coli B
glucuronidasa positiva 7.4 X 10 "NMP por gramo y de 4 a 99 E.coli B glucuronidasa positiva en NMP 2.4 X10'
por gramo.

I.12. INFORME DE PRUEBA.

1.12.1 El informe debe especificar:

1.12.1.1 Toda la informacion necesaria y completa para la identificacion de la muestra.
1.12.1.2 El método de muestreo usado, si se conoce.

1.12.1.3 El método de prueba usado.

1.12.1.4 Todos los detalles no especificado en la técnica.

1.12.1.5 Los resultados obtenidos y/o si la repetitividad se ha realizado.
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1.13. MEDIOS DE CULTIVO.
1.13.1 Agua peptonada al 0.1% (concentracion simple).
Peptona babterioldgica (Oxoid LPP37) 1.01£0.1g
Agua deionizada 1L
pH
1.13.2 Caldo glutamato con minerales modificado (MMGB medio selectivo de enriquecimiento).
Ingredientes Doble concentracion Concentracion simple
Glutamato de sodio (Oxoid L124) 12.7g 6.35g
Lactosa 20.0g 10.0g
Formato de sodio 0.5g 0.25¢g
L-Cisteina 0.04g 0.02g
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L(-) Acido aspartico 0.048g 0.024g
L(+) - Arginina 0.04g 0.02g
Tiamina 0.002¢g 0.001g
Acido nicotinico 0.002¢g 0.001g
Acido pantogénico 0.002¢g 0.001g
Sulfato de magnesio septahidratado 0.2g 0.1g
Citrato de fierro lll 0.02g 0.01g
Cloruro de calcio dihidratado 0.02g 0.01g
Fosfato dipotasico 1.8g 0.9g
Pudrpura de bromocresol 0.02g 0.01g
Cloruro de amonio 5.0g 2.5g
Agua destilada 1000mL 1000mL

1.13.2.1. Preparacion: Disolver el cloruro de amonio en agua. Adicionar el resto de los componentes hasta
su completa disolucion y calentar si es necesario. Para mejorara la estabilidad del almacenamiento del medio.
Adicionar el glutamato de sodio por separado. Ajustar el pH si es necesario, asi como después de la
esterilizacion el cual debe de ser de 6.7 + 0.1 a 25°C. Distribuir el medio en volimenes de 10mL en caso de
concentracion simple y tubos de 22mm X 175mm para el caso de concentracién doble de medio. Esterilizar en
autoclave a 116°C Alternativamente calentar a 100°C por 30 min en 3 dias sucesivos.

1.13.3 Agar bilis glucuronido (TBGA segundo medio selectivo).

Digerido enzimatico de caseina 20.0g
Sales biliares No.3 1.5g
5-Bromo-4-cloro-3-Indol-3-D- glucuronido acido (BCIG) 144 p mol?
Dimetil sulfoxido (DMSO) ° 3mL

Agar 9a 18g°
Agua 1000mL

a Por ejemplo 0.075g de

b Dimetil sulfoxido es peligroso al inhalarlo y al contacto. Se recomienda el uso de cubrebocas para humos
y equipo de proteccién apropiado para manejar este reactivo.

¢ Depende de la concentracion del gel el agar.

1.13.3.1. Preparacion: Disolver el medio anterior en el dimetil sulfoxido. Disolver todos los componentes
en aguas calentando a ebulliciéon. Ajustar el pH si es necesario, asi como después de la esterilizacion el cual
debe de ser de 7.2 £ 0.2 a 25°C. Esterilizar el medio a 121°C por 15 min. Vaciar de 12 a 15mL en placas Petri
estériles y dejar secar. Las placas pueden ser almacenadas a 5 3°C hasta 5 dias. El agar debe estar lo
suficientemente seco pasa permitir que el exceso de humedad desaparezca dentro de los 15 min después de
extender el indculo.




