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Prélogo

La leche y los productos lacteos poseen nutrientes muy
favorables para la reproduccion de infinidad de hongos y
bacterias. La glandula mamaria de las vacas en produccion
es vulnerable a ser invadida por diversos agentes
microbianos. Cuando esto ocurre se generan infecciones
gue causan severos dafios a la glandula, con la consecuente
disminucién de la produccién lactea, lo que llega a
representar importantes pérdidas econdmicas. Muchos de
los microorganismos patogenos que afectan a la glandula
mamaria logran sobrevivir, durante el procesamiento de
la leche, para elaborar quesos y otros productos lacteos;
algunos de ellos son capaces de causar enfermedad a las
personas que consumen la leche y sus derivados, lo que
representa un importante riesgo para la salud publica.

La prevencion y el control de las infecciones causadas por
hongos y bacterias en la glandula mamaria de las vacas,
requiere de la participacién de laboratorios de bacteriologia
y micologia, cuyo personal esté adecuadamente capacitado
en el manejo de las técnicas utilizadas, para el cultivo e
identificacion de los hongos o las bacterias responsables de
causar el padecimiento.

Paraddjicamente los hongos y las bacterias han jugado
un relevante papel en beneficio de la salud animal, y la
salud publica. Desde aquel 22 de septiembre de 1928,
cuando Alexander Fleming observd en una de sus cajas de
cultivo bacteriano la presencia de un hongo, que inhibié
el crecimiento bacteriano a su alrededor. Lo aislé y lo
identificd con el nombre de Penicilium notatum. Después
de experimentar con distintos cultivos, comprendio que en
el moho existia algin compuesto que resultaba letal para los
gérmenes, pero inofensivo para las células sanas. Fleming
habia descubierto lo que él mismo denomind penicilina.
Gracias a este hallazgo se han salvado millones de vidas de
seres humano y animales. Desde entonces se generaron
numerososantibidticos, que tambiénhansidodegran utilidad
para combatir infecciones bacterianas. Desafortunadamente
el uso inadecuado de estos compuestos antimicrobianos
representa, en la actualidad, un serio problema pues se han
generado mutaciones en numerosas especies de bacterias
patdgenas, que las hacen resistentes a la mayoria de los
productos antimicrobianos.



Es importante destacar que una de las causas que propician el problema
de la resistencia a los antimicrobianos, radica en el hecho de que estos son
frecuentemente administrados, tanto en animales como en humanos, sin que
se haya realizado un previo estudio de laboratorio que permita la identificacién,
caracterizacion, y pruebas de sensibilidad a los antibidticos, del microorganismo
causante de la infeccién que se pretende combatir. En ocasiones, cuando se llevan
a cabo estudios de laboratorio, éstos son realizados por personal que no recibié
la capacitacién técnica adecuada, para realizar con éxito esta tarea.

En este libro, los autores describen de forma didactica, con excelentes
ilustraciones, con sélido sustento técnico, cientifico y normativo, de manera
objetiva y de facil comprensidn, las técnicas de laboratorio microbioldgico para la
identificacién de las bacterias y los hongos, presentes en leche y derivados de la
misma. En los diferentes capitulos, se aporta informacion relevante sobre temas
como esterilizacion y desinfeccién, asi como la descripcién de las caracteristicas
estructurales, requerimientos nutritivos y metabolismo de los hongos y bacterias,
métodos recomendados para su cultivo e identificacion.

De lo anterior, se deriva la importancia que tiene el trabajo de los autores de cada
uno de diferentes capitulos de esta obra, a fin de brindar en términos accesibles
a los estudiosos de la microbiologia y de la biologia en general, informacion
relevante sobre las técnicas de laboratorio de micologia y bacteriologia.

Este libro es producto de la iniciativa y la creatividad del Dr. Roberto Arnulfo
Cervantes OlivaresT, considerado el mejor micélogo Veterinario en México.

Hago publico mi reconocimiento a las Doctoras Sara Esther Valdés Martinez y
Rocio Angélica Ruiz Romero, responsable y corresponsable de este material,
respectivamente, asi como a todos los que participaron en la realizacién de esta
obra, por el hecho de haberla dedicado a la memoria del Dr. Roberto Arnulfo
Cervantes Olivarest.

Dr. Ricardo Flores Castro
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Capitulo 1

Métodos de
esterilizacion en el
laboratorio

Kantakat, S. (s.f.). Autoclave sterilizing machine

for dental tools to clean. cless B/ high quality [Fotografia].
Shutterstock. https://www.shutterstock.com/es/image-photo/
autoclave-sterilizing-machine-dental-tools-clean-1518042260



Introduccion

La esterilizacion es el proceso de eliminacién completa de
microorganismos viables de un objeto, medio de cultivo
y/o superficies. La esterilizacién se obtiene cuando los
microorganismos se someten a condiciones extremas que
garantizan su destruccién; a los agentes antimicrobianos
durante un tiempo suficiente?.

Existen diferentes formas de esterilizar objetos, medios y
superficies; a continuacidn, se describen algunos métodos
brevemente.

. Métodos fisicos de esterilizacion

1. Calor

La aplicacion de temperatura para la destruccion de
microorganismos es uno de los métodos de esterilizacion
mas eficaces y es ampliamente utilizado, donde la actividad
bactericida resulta de la destruccién de enzimas y otros
constituyentes celulares esenciales, el calor se puede aplicar
de diversas formas*:

La esterilizacion en seco es el proceso de eliminacién
de microorganismos mediante la aplicacion de calor sin
humedad, apropiado para sustancias sensibles a la humedad.
El proceso de esterilizacidn por calor seco se basa en el
principio de conduccidn; es decir, el calor es absorbido por la
superficie exterior de un articulo y luego pasa a la siguiente
capa. Al final, todo el articulo alcanza la temperatura
adecuada necesaria para lograr la esterilizacion® 2.

El calor seco sin humedad destruye los microorganismos al
provocar la desnaturalizacién de las proteinas. El calor seco
provoca dafios oxidativos por radicales libres, provoca el
secado de las células e incluso puede quemarlas llevandolas
hasta convertirse en cenizas, como en la incineracion®2.

A diferencia del calor seco, el dafio hidrolitico que resulta de
la exposicion al vapor en la esterilizacién por calor himedo,
resulta ser mas efectivo®-2.
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1.1.1 Flameado

El flameado, es una esterilizacién en seco que implica la exposicién de objetos
metalicos y/o de vidrio a la llama durante algin tiempo, donde la llama quema
los microorganismos y otros polvos presentes en el instrumento. En el caso del
flameado, el material a esterilizar (navajas de bisturies, varillas de vidrio, espatulas
de vidrio, etc.) se sumerge en alcohol antes de quemarlo en una llama de gas, este
proceso no garantiza la esterilidad y no es tan eficaz como la esterilizacion al rojo
vivo! (imagen 1.1).

Imagen 1.1 Calor seco: flameado

1.1.2 Incineracion

La incineracion es un proceso de esterilizacion que adicionalmente provoca una
reduccion significativa en el volumen de los desechos. Por lo general, se lleva a
cabo como medida de disposicidn final en hospitales, laboratorios (medios de
cultivo crecidos, algoddn, gasas y cajas Petri desechables). Los residuos se calientan
hasta que se convierten en cenizas que luego se eliminan, este proceso se lleva
a cabo en un dispositivo llamado incinerador. La NOM-ECOL-098-2000 indica que
la incineracién debe alcanzar por lo menos los 850 °C alcanzados en o cerca de la
pared interna de la cdmara de combustion final, durante un tiempo minimo de por
lo menos dos segundos?.



METODOS DE ESTERILIZACION

1.1.3 Aire caliente

El horno de aire caliente es un método de esterilizacion por calor seco que permite
la esterilizacién de objetos que no pueden esterilizarse con calor humedo, utiliza
el principio de conduccién en el que el calor primero es absorbido por la superficie
externa y luego por conduccidn, pasa a la capa interna?.

Este proceso se realiza en una cdmara denominada horno Pasteur, la cual es
comparable con un horno doméstico. En este proceso debe alcanzarse una
temperatura minima de 160 °Cy hasta 180 °C durante 1.5 a 3 horas por lo menos. El
aire caliente debe circular para que cada objeto a esterilizar alcance la temperatura
deseada y destruya a todos los microorganismos tanto esporulados como no
esporulados. El horno Pasteur es ampliamente utilizado para esterilizacion de
material de cristaleria y material de cirugia, no es recomendable para sustancias
liquidas, algoddn, telas y plasticos, ya que estos materiales tienden a deteriorarse
por deshidratacidn e incluso pueden carbonizarse? (imagen 1.2).

Imagen 1.2 Calor seco: aire caliente (horno Pasteur)

1.2 Calor humedo

La esterilizacidn por calor humedo es uno de los métodos de esterilizacion mas
efectivos donde el vapor a presion y la temperatura actian como un agente
bactericida. En este método, los microorganismos se destruyen mediante la
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coagulacién de sus proteinas, este método es mucho mas
efectivo que la esterilizacién por calor seco, donde los
microbios o microorganismos se eliminan por oxidacién®.

1.2.1 Ebullicién

Sencillo y practico, aunque no totalmente seguro, las formas
vegetativas de la mayoria de los microorganismos mueren
por aplicacion de temperaturas de 90 — 100 °C durante 10 a
15 minutos. Las bacterias esporuladas requieren de mayor
tiempo de exposicidn, aproximadamente 121 °C de 15 a 20
minutos. La ebullicién puede utilizarse como alternativa para
esterilizar material de cristaleria, instrumental de cirugia,
jeringas, recipientes, etc*.

1.2.2 Pasteurizacion

Existen tres tipos de procesos bien diferenciados:

Pasteurizacion VAT, lenta o Low Temperature, Long Time (LTLT), baja
temperatura, largo tiempo.

En el caso de VAT, es el primer proceso que se descubrid y se
encuentra practicamente en desuso, el procedimiento involucra el
calentamiento del alimento liquido hasta los 63 °C durante 30 minutos
para luego enfriarlo en el mismo recipiente. Una vez enfriado (a veces
en periodos de mas de 24 horas) el alimento se envasa asépticamente,
para que no se produzcan contaminaciones, este tratamiento reduce
la carga de microorganismos y destruye microorganismos patégenos,
pero no esteriliza® 2.

Pasteurizacion HTST (High Temperature, Short time), a altas
temperaturas durante un breve periodo.

En el proceso HTST, el mas utilizado, el liquido se calienta a una
temperatura de entre 71 y 89 °C durante 15 segundos. Esta tipologia
permite trabajar con grandes volimenes, es muy rapido y precisa de
poco equipamiento, por lo que fue un proceso de pasteurizacion de
amplio uso a nivel industrial.

Se puede trabajar con proceso batch (lote), donde el liquido se
calienta en un recipiente estanco o autoclave industrial, o en flujo
continuo, donde el alimento circula entre dos placas de metal o de
forma tubular, también denominadas PHE (plate heat exchanger) o
intercambiadores de calor® 2.



c. Proceso UHT (Ultra-High Temperature), a altas temperaturas.

Por ultimo, el UHT, también conocido como ultrapasteurizacion, es
un proceso de flujo continuo donde el liquido se somete a 150 °C
durante 2 segundos y se enfria después a temperatura ambiente,
este calentamiento rdpido produce una degradacién minima del
alimento. Las condiciones de trabajo conducen a una esterilizacién
comercial en la actualidad, es el proceso mas empleado a nivel
industrial para ultrapasteurizar leches fluidas y muchos otros
productos alimenticios® 2.

1.2.3 Vapor a presion

La esterilizacion por calor humedo por encima de
100 °C implica la esterilizacién por vapor a presién. El agua,
generalmente hierve a 100 °C bajo presion atmosférica
normal (760 mm de Hg); sin embargo, el punto de ebullicion
del agua aumenta si se aumenta la presidn, este principio se
emplea en un autoclave donde el agua hierve a 121 °C a una
presion de 15 psi 0 775 mm de Hg*.

Un autoclave es un dispositivo que funciona segun el principio
de esterilizacién por calor himedo mediante la generacién
de vapor a presién. En este método, los microorganismos
se destruyen mediante la coagulacion de sus proteinas, y
este método es mucho mas efectivo que la esterilizacidon por
calor seco, ya que el vapor a presidn tiene un mayor poder
de penetracion; cuando este vapor entra en contacto con
la superficie, mata a los microbios al emitir calor latente.
El liguido condensado asegura la muerte humeda de los
microbios®.

Las autoclaves se utilizan para la esterilizacién de
instrumentos contaminados junto con diferentes medios
de cultivo, proceso conocido como inactivacién, ya que
aseguran una esterilidad completa (imagen 1.3).



514

METODOS DE ESTERILIZACION

f

Imagen 1.3 Calor himedo: vapor a presién

2. Filtracion

El proceso de filtracién es Unico entre las técnicas de
esterilizacion, ya que evita la presencia de microorganismos
en un medio, en lugar de destruirlos; ademas, es capaz de
evitar el paso de particulas tanto viables como no viables vy,
por tanto, puede utilizarse tanto para la clarificacién como
para la esterilizacion de liquidos y gases®.

2.1 Filtros de profundidad

Estos filtros estan elaborados por un material fibroso (papel,
asbesto o fibra de vidrio) dispuesto al azar, de manera que
dentro de la estructura delfiltro se crean vias tortuosas donde
pueden quedar retenidos la mayoria de los contaminantes
presentes. Entre sus ventajas se encuentran su alta capacidad
de retenciéon de particulas sobre su superficie y a través de
toda su estructura, que permiten filtrar grandes volimenes;
sin embargo, tienen como desventaja que no presentan un
tamafio de poro uniforme y existe la posibilidad de liberacién
de particulas y microorganismos que hayan crecido dentro
del filtro, hacia el material filtrado®.
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Dadas sus caracteristicas, los filtros de profundidad se usan principalmente como
prefiltros, ya que permiten eliminar las particulas grandes, pero no la eliminacion
total de los microorganismos®*.

2.2 Filtros de superficie

Son filtros elaborados generalmente de acetato de celulosa o nitrato de celulosa y
contienen poros de tamafio uniforme, normalmente de 0.8, 0.6,0.45,0.2 y 0.1 mm
de diametro. Este tipo de filtro tiene como ventaja que al conocer exactamente el
tamafio de poro que presentan, se pueden seleccionar filtros capaces de retener la
totalidad de microorganismos presentes en una solucidn; sin embargo, se saturan
rapidamente y la velocidad de filtracidn a través de ellos es lenta. Para la filtracion
esterilizante se pueden usar combinaciones de un filtro de profundidad con un
filtro de superficie que tenga un tamano de poro de 0.22 mm. La mayor parte de
los filtros de membrana se pueden esterilizar en autoclave y luego se manipulan
asépticamente al ensamblar el equipo®.

Los filtros de membrana en forma de discos se pueden ensamblar en portafiltros
operados por presion para montaje de jeringas y uso en linea o dispositivos de
torre de filtracidn al vacio para filtracion de liquido* (imagen 1.4).

Imagen 1.4 Filtracion: filtros de superficie

3. Radiaciones

La irradiacion es el proceso de exponer superficies y
objetos a diferentes tipos de radiacidon para esterilizarlos,
para la esterilizacion se utiliza principalmente radiacion
electromagnética®.

El objetivo principal de estas radiaciones es el ADN
microbiano, donde el dafio se produce como resultado de
la ionizacién y la produccién de radicales libres (radiaciones
jonizantes) o la excitacion (radiaciones no ionizantes)*.

1



Los rayos X y los rayos y son las radiaciones ionizantes mas utilizadas para la
esterilizacion, se trata de radiacién de alta energia que provoca la ionizacion de
diversas sustancias junto con el agua, la ionizacién da como resultado la formacion
de un gran numero de metabolitos de O, toxicos como el radical hidroxilo, el ion
superdxido y el H,O, a través de la ionizacion del agua, estos metabolitos son
agentes altamente oxidantes y matan a los microorganismos oxidando varios
componentes celulares®.

Con la radiaciéon ionizante, la resistencia microbiana disminuye a medida que
aumenta la presencia de humedad u oxigeno disuelto (como resultado de una
mayor produccién de radicales libres) y también con temperaturas elevadas. La
esterilizacion por radiacion generalmente se expone a los articulos en estado
seco que incluyen instrumentos quirdrgicos, suturas, prétesis, unglientos de dosis
unitaria, jeringas de plastico y productos farmacéuticos secos”.

a. Radiaciones infrarrojas

La radiacion infrarroja (IR) es un método de esterilizacion térmica en el que la
radiacion se absorbe y luego se convierte en energia térmica, para este propdsito,
se utiliza un tunel que contiene una fuente IR. Los instrumentos y la cristaleria
por esterilizar se mantienen en una bandeja y luego se pasan a través del tunel
en una cinta transportadora, moviéndose a una velocidad controlada, para
garantizar el tiempo de estancia de los materiales durante el tiempo necesario
para su esterilizacién. Durante su estancia dentro del tunel, los instrumentos
estaran expuestos a la radiacion, lo que dara como resultado una temperatura
de aproximadamente 180 °C durante aproximadamente 17 minutos, este tipo de
esterilizacion se aplica para la esterilizacién comun, cuando se esterilizan productos
en cantidades importantes y productos envasados como jeringas y catéteres®.

b. Radiaciones ultravioleta

La radiacién ultravioleta incluye rayos de luz de 150 a 3900 A, de los cuales 2600
A tienen el mayor efecto bactericida, las ondas no ionizantes tienen muy poco
poder de penetracidn, por lo que los microorganismos que mueren son los que se
encuentran en la superficie®.

Tras la exposicidon, estas ondas son absorbidas por muchos materiales,
particularmente los dacidos nucleicos, como resultado, las ondas causan la
formacion de dimeros de pirimidina que provocan errores en la replicacion del
ADN y causan la muerte de los microbios o microorganismos por mutacion®.
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Il. Métodos quimicos de esterilizacion

1. Desinfeccion

La desinfeccidén es el procedimiento por el cual se realiza la eliminacién de
microorganismos por medio de agentes quimicos que generalmente no tienen un
efecto esterilizante. Algunos desinfectantes pueden tener un efecto esterilizante
cuando se usan apropiadamente, tal es el caso del formaldehido, fenol,
gluteraldehido, éxido de etileno, perdxido de hidrogeno y acido peracético®.

Hay desinfectantes que debido a que en soluciéon producen poco dafio celular,
pueden aplicarse sobre superficies corporales (antisépticos) como alcohol
etilico, tintura de yodo, cloruro de benzalconio? (imagen 1.5).

Imagen 1.5 Desinfectantes Antisépticos

En el cuadro 1 se muestran los mecanismos de accion de los desinfectantes sobre
los microorganismos, los grupos quimicos funcionales y ejemplos de ellos?.

Factores que influyen en la desinfeccion?
1. Naturaleza y concentracion del desinfectante
2. Tiempo de exposicidn
3. pH
4. Temperatura
5. Naturaleza del organismo

6. Presencia de materia extraia
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En el cuadro 1.1 se muestran los mecanismos de accidon de los desinfectantes
sobre los microorganismos.

Cuadro 1.1 Mecanismos de accién de los desinfectantes sobre los microorganismos?

MECANISMO DE ACCION GRUPOS QUIMICOS EJEMPLOS

Detergentes anidnicos
(sulfonato de
alquilbenceno, alquil éter
sulfato, alquil sulfato y
dodecilsulfato de sodio)

Detergentes anidnicos

Detergentes catiénicos

(cloruro de benzalconio,

bromuro de cetrimonio,
benzododecinio,

Detergentes catiénicos

Lesidén sobre membranas cetilpiridinio)
celulares y alteracién de la
permeabilidad - Acidos (acido acético, acido
Acidos

benzoico, acido propidnico,
acido butirico, acido lactico,
acido citrico)

Alcali o s .
calls Alcalis (hidréxido sédico)

Alcoholes Alcoholes (etanol,

isopropanol)

Fenoles . o

Fenoles (acido carbdlico)
Soluciones de cobre,
lones de metales pesados mercurio y plata
Desnaturalizacidn y
coagul_amon de proteinas Agentes alquilantes Formaldehido y 6xido de
y enzimas alterando su R
L etileno
funcién
Colorantes Anilinas: Verde brillante,
cristal violeta, violeta de
genciana

Acridinas: Acriflavina

Hipocloritos y yoduros,
acido peracético, perdxido
de hidrégeno

Desnaturalizacién y
oxidacion de proteinas
alterando su funcién

Halégenos: Cloro, Yodo,
perdxidos

lll. Métodos de verificacion de la esterilizacion
Existen diferentes métodos para la comprobacidn de la esterilizacién, siendo estos
una garantia para que los equipos funcionan correctamente y cumplan con su
cometido: esterilizar; en otras palabras, tienen el objetivo o permiten realizar el
control de la calidad del proceso de esterilizacidn®.

Para realizar este control existen indicadores o controles fisicos, quimicos y
bioldgicos, los cuales se describen brevemente a continuacién?.



METODOS DE ESTERILIZACION

1. Indicadores o controles fisicos

El control de la eficiencia de la esterilizacion mediante indicadores fisicos se lleva
a cabo por medio de su colocacién en el interior del paquete a esterilizar, con
el fin de comprobar la temperatura, el tiempo de esterilizacidn y la presiéon en
un equipo determinado y para lo cual estos indicadores son calibrados a fin de
detectar cualquier fallo, mediante la incorporacién de termdémetros, manémetros,
sensores de carga, etc., los cuales son de gran utilidad pero no constituyen un
medio eficaz para comprobar la esterilizacion y para lo cual se hace necesario usar
como complemento controles bioldgicos y demdas métodos de control® (imagen
1.6).

Imagen 1.6 Métodos de verificacion de esterilizacion: manémetro

2. Indicadores o controles quimicos

Los indicadores o controles quimicos son productos comerciales consistentes
en compuestos quimicos que cambian de color (indicadores colorimétricos) si
se cumple un elemento clave del proceso de esterilizaciéon, como por ejemplo la
temperatura necesaria.’

La desventaja de estos es que pueden reaccionar cambiando de color aun cuando
no se han dado los pardmetros necesarios para obtener la esterilizacién, lo cual
no garantiza que los productos estén estériles, siendo los indicadores quimicos
diferentes de acuerdo con el proceso de esterilizacion utilizado (calor seco,
himedo o gas)! (imagen 1.7).

1
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Imagen 1.7 Métodos de verificacion: indicadores o controles quimicos

3. Indicadores o controles microbioldgicos o bioldgicos

Los indicadores microbioldgicos, son el mejor método para determinar la
eficiencia de un proceso de esterilizacidén, estan disefiados para confirmar la
presencia o ausencia de microorganismos viables después de la esterilizacion.
Son dispositivos inoculados con esporas de microorganismos especialmente
resistentes a los distintos agentes de esterilizacién, son de presentacién variada
ya que pueden presentarse en forma de tubos, tiras o ampulas como medios de
cultivos incorporados. Una vez que han sido utilizados, se incuban a temperatura
de 55 °C en los laboratorios de microbiologia®.

En el cuadro 1.2 se muestran los distintos controles utilizados en el laboratorio
de microbiologia para determinar la eficiencia de los procesos de esterilizacién®:

Cuadro 1.2 controles para verificar la esterilizacion

CONTROLES FiSICOS CONTROLES QUIMICOS CONTROLES
MICROBIOLOGICOS

Termoémetros Cinta testigo Bacillus stearothermophilus
Barémetros de presion Tinta termocrémica Bacillus subtilis
Vélvulas




Resumen

En el laboratorio de microbiologia se emplean distintos métodos de esterilizacion
y desinfeccidn, lo mas comun es el uso de la autoclave para esterilizar material
termoestable, en caso de medios de cultivo termolabiles se utiliza la filtracidn
(filtros de superficie). Cuando se trabaja con cultivos se utiliza el flameado vy la
esterilizacion al rojo vivo en asas microbioldgicas. En el caso de desinfectantes,
el cloruro de benzalconio al 10 % y el etanol al 70 % son utilizados para limpiar
superficies, por ejemplo, las mesas de trabajo.
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A continuacién, en el video 1.1, se muestran los distintos
métodos de esterilizacidon en el laboratorio.

Métodos de Esterilizacion
en el Laboratorio

https://www.youtube.com/watch?v=MUirnmCcBzM
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Cultivo de bacterias y
hongos in vitro

Tasi, Z. (2021). Gotas de agua en el panel de vidrio [Fotografia].
Unsplash. https://unsplash.com/es/fotos/gotas-de-agua-en-el-panel-
de-vidrio-YIKYquFdVio



Introduccion

Los microorganismos se clasifican de acuerdo con diferentes
caracteristicas, siendo las mas elementales aquellas que
son mas obvias, por ejemplo, la presencia de membrana
nuclear (eucariotes) lo que condiciona pertenecer a los
reinos animales, vegetal, hongo (eumicota), protozoario o
cromista. Mientras que si el material genético se encuentra
en un nucleoide sin estar contenido por ninguna estructura
membranal (procariotes) se reconoce que el microorganismo
pertenece a los reinos arqueobacteria o eubacteria.

I. Hongos

Los hongos forman un reino aparte del reino animal y vegetal
en la naturaleza, son heterétrofos (carecen de clorofila y por
lo tanto deben tomar su alimento del medio que los rodea,
no pueden fabricarlo a partir de agua, CO, y luz solar como
las plantas) también son multicelulares (estdn compuestos
por multitud de células, pero no forman érganos y sistemas
como los pluricelulares), y son eucariotes, lo cual significa
que tienen un nucleo delimitado y organelos internos
especializados en la obtencién de energia, desechos y otras
funciones (como ocurre en las células humanas)?.

De acuerdo con su estructura microscopica se pueden
clasificar en 2 grupos: mohos y levaduras?.

a. Mohos. Su cuerpo lo constituye un filamento
formado por miles de células ordenadas una
tras otra llamado hifa. Cuando la hifa llega a un
tamafio y volumen visible a simple vista forma
una estructura algodonosa llamada micelio.
Cuando el moho madura aparecen en su parte
superior las células reproductivas Ilamadas
esporas, normalmente de color oscuro (azul,
verde, café o negro), lo que le da el color
caracteristico al moho?.

Si se observan al microscopio, las esporas
pueden encontrarse contenidas en una “bolsa”
(se les llama ascosporas) o en cuerpos de
fructificacidon. Los cuerpos de fructificacién
pueden ser cerrados (esporangios) o abiertos
como “pedestal” (conidiéforos), por esta razén
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las esporas que contienen se llaman esporangiosporas y conidias
respectivamente. Las esporas se desprenden facilmente por accion
del viento y cada una puede dar origen a una nueva colonia si se
deposita en un sitio con humedad y nutrientes?.

Dykes, T. (2019). Panal Naranja [Fotografia].
Unsplash. https://unsplash.com/es/fotos/
panal-naranja-2ZSyzoTqv-0

Algunos mohos producen esporas sexuales (zigosporas), que resultan
de la unién de dos células provenientes de diferentes hifas. Estas
especies son comunes en el suelo, pero carecen de importancia en la
contaminacién de alimentos?.

Los mohos se pueden desarrollar sobre cualquier superficie, incluso
rocas, requieren poca humedad y pocos nutrientes para sobrevivir.
Su habitat normal es la tierra y llegan a presentarse en seres vivos?.

Algunos mohos tienen la capacidad de producir toxinas (llamadas
micotoxinas) entre las que se encuentran las aflatoxinas, las
fumonisinas, la ocratoxina y la vomitoxina, su produccién
normalmente se da en ambientes secos como las harinas, los granos
de cereal y a temperaturas mayores a 15 °C, por lo que en carnes
frescas y refrigeradas, lacteos y derivados, frutas y hortalizas no son
de importancia?.
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b. Levaduras. Las levaduras son hongos preferentemente unicelulares,
aunque se pueden agrupar ocasionalmente en cadenas cortas?. Se
reproducen principalmente por gemacién: en este proceso una célula
genera una yema que eventualmente se separa de la célula madre,
esta yema es de menor tamafio al inicio, pero en corto tiempo alcanza
la misma talla que su célula madre?.

Las levaduras ocasionalmente se pueden reproducir por “fisién
binaria” un proceso en el que la célula se divide en dos células
idénticas, donde no hay célula madre e hija, pero que es mucho mas
comun en las bacterias?. La reproduccién es mucho mas activa que
en los mohos, por lo que participan de manera mas importante en la
descomposicion de todo tipo de alimentos.

Ninguna especie de levadura ha sido nunca involucrada en una
intoxicacién por alimentos, pero su papel en la descomposicion
es relevante o en la elaboracion de cerveza entre otros productos
fermentados?.

Il. Bacterias

Son el grupo mas abundante de microbios o microorganismos presentes en
alimentos, incluyendo carnes. Son microbios o microorganismos unicelulares, la
mayoria heterétrofos (no son capaces de utilizar CO, como fuente de carbono,
por eso requieren de compuestos organicos), excepto un grupo pequefio llamado
cianobacterias que contienen clorofila y pueden sintetizar su alimento como las
plantas verdes; ademas, son procariotes, lo cual significa que no tienen nucleo
delimitado ni organelos especializados para sus diversas funciones®3.




Las bacterias pueden clasificarse por su forma en tres grupos
principales:?

Cocos (forma de esfera)
Bacilos (forma de bastén)
Espirilos (forma de tornillo)

Algunos bacilos presentan organelos para moverse llamados
flagelos. En cada especie el numero y la distribucién de los
flagelos es caracteristica?; otros bacilos presentan esporas
como mecanismo de resistencia a las condiciones adversas
del medio ambiente, como desecacién, temperaturas
extremas, falta de alimento, falta (o presencia) de oxigeno,
conservadores, antibidticos?.

En el diagndstico microbioldgico, la visualizacién del agente
patdégeno o su efecto en el material bioldgico remitido al
laboratorio de diagndstico constituye el primer paso hacia
su identificacion (demostracidn). Esto puede realizarse
mediante el examen directo al microscopio de una
preparaciéon humeda, o bien, de un frotis fijo tefiido con
colorantes especificos®.

Los métodos de tincién ofrecen las siguientes ventajas en la
identificacién de microorganismos:

1. Proporcionan contraste entre el microorganismo
y el medio que le rodea, permitiendo llevar a
cabo la diferenciacion entre los distintos tipos
morfoldgicos.

2. Permitir el estudio de estructuras propias de la
célula bacteriana y micética®.

La tincion de Gram es aplicada en forma universal como
primer paso en la identificacion de bacterias y levaduras.
Este método divide a las bacterias en dos grupos: Gram
positivas y Gram negativas, de acuerdo con los componentes
predominantes de su pared celular®?.

Al colorear los microorganismos con cristal violeta o violeta de
genciana (colorante primario) y afiadirles una solucion débil
de yodo (mordente) estos microorganismos se combinan con
algunos componentes de la célula bacteriana y son retenidos
por la pared celular®?. Posteriormente, cuando se tratan con



alcohol acetona (decolorante) la pared de las bacterias sufre
una deshidrataciéon que impide la salida del colorante; asi,
la safranina (colorante de contraste) es incapaz de penetrar
en la pared celular. Como consecuencia de este proceso, las
bacterias Gram positivas se tifien de color morado, mientras
que las bacterias Gram negativas se tifien de color rosa o
rojo.

En el caso de las levaduras, estas se tifien de morado, pero
es importante resaltar que su afinidad tintorial no esta dada
por los componentes de la pared celular?.

Factores que afectan el crecimiento microbiano

Considerandoqueengenerallos microbiosomicroorganismos
no aumentan de tamafio durante su existencia, el término
“crecimiento” en realidad se refiere a reproduccién, se dice
que la poblacidn crece cuando se reproduce activamente.
Como cualquier ser vivo, la reproducciéon requiere de
condiciones Optimas de humedad, disponibilidad de
nutrientes, pH, temperatura y oxigeno, si los microbios o
microorganismos cuentan con estas condiciones déptimas
pueden reproducirse aceleradamente y descomponer los
alimentos o causar una enfermedad™*.

El tiempo de duplicacién (TD), es el tiempo que tarda un
microbio o microorganismoen completarunafisidonbinaria, es
decir, en formar dos células a partir de una, en reproducirse.*
Los TD son dependientes de las condiciones dominantes en
el medio, serd menor mientras mas condiciones requeridas
por los microorganismos se cumplan, y viceversa.

El TD en condiciones dptimas es caracteristico de cada
especie, va desde 20 minutos para Escherichia coli, hasta 15
dias en el caso de Mycobacterium tuberculosis, causante de
la tuberculosis?.

En la figura 2.1 se muestra la curva tipica de crecimiento
bacteriano, con las fases que presenta a lo largo del tiempo.
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Figura 2.1. Curva de crecimiento bacteriano

Dado que el comportamiento durante el crecimiento bacteriano no es uniforme,
es decir, no describe una linea recta siempre en ascenso, en una tipica curva de
crecimiento se observan cuatro fases, que se conocen como?:

1. Fase de latencia (lag)
2. Fase exponencial o logaritmica (log)
3. Fase estacionaria

4. Fase de declive o muerte

1. Fase de latencia o Fase lag

Para iniciar un cultivo bacteriano se parte de un pequefio indculo celular. Cuando
este indculo es introducido en un medio de cultivo fresco completo, es decir,
con todos los nutrientes necesarios para crecer a la especie bacteriana dada,
inicialmente no se observan cambios en el nimero de individuos?.

Se ha demostrado que durante esta fase de “latencia”, en la cual no parece haber
crecimiento celular, las bacterias acrecientan su tamafio y estdan metabdlicamente
muy activas, pues estan sintetizando acidos nucleicos, proteinas, enzimas, etc’. La
duracion de esta fase en el tiempo depende de algunos factores intrinsecos de la
poblacién y de algunos factores ambientales, por ejemplo?:
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e Tamafio del inéculo inicial
e Condiciones ambientales previas del inéculo

¢ Tiempo para sintetizar los elementos necesarios
para la divisién

2. Fase exponencial o logaritmica (log)

Cuando las bacterias estan listas para comenzar a dividirse,
se observa un aumento exponencial en el numero de
células por unidad de volumen por unidad de tiempo. Estan,
entonces, en la fase exponencial o logaritmica de la curval.

Durante esta fase se considera que la mayor parte de las
bacterias estdn pasando por eventos de fisidon binaria a una
velocidad constante y es en esta fase en la que los cientificos
calculan el tiempo de duplicacion?.

Al igual que todas las fases del crecimiento bacteriano, la
fase exponencial o logaritmica y el tiempo de duplicacién de
una poblacion depende no solo de la especie, sino de que
las bacterias en el medio de cultivo encuentren todos los
nutrientes necesarios y las condiciones adecuadas para su
crecimiento®.

3. Fase estacionaria

El crecimiento exponencial de las bacterias no es infinito y
esto se debe a que el medio de cultivo, que es un sistema
de crecimiento cerrado, tarde o temprano se queda sin
nutrientes (las bacterias lo consumen todo)*.

Ademdas de los nutrientes, un aumento en el numero
de células en un volumen constante (aumento de la
concentracion celular) es sindnimo también de un aumento
en la concentracién de metabolitos o productos de desecho
que pueden tener efectos inhibitorios en el crecimiento?.

Un mayor numero de células en un espacio finito también
implica que eventualmente no habrd suficiente espacio
para mas células, lo que se traduce en una inhibicién del
crecimiento®. En esta fase, llamada fase estacionaria, algunas
células contindan dividiéndose, pero otras comienzan a
morir a una tasa similar, por lo que la curva se aplana®.



4. Fase de declive o muerte

Después de la fase estacionaria, que se observa como un
plato en la curva de crecimiento, prosigue la fase de muerte
o declive, donde las bacterias comienzan a morir y la curva
sufre un declivel. Durante la fase de muerte las bacterias
mueren exponencialmente, por lo que se considera una
etapa “reversa” que la fase exponencial®.

Cultivo in vitro de bacterias
y hongos

Uno de los sistemas mas importantes para la identificacion
de microorganismos es observar su crecimiento en sustancias
alimenticias artificiales preparadas en el laboratorio, con
los nutrientes necesarios para ello. El material alimenticio
en el que crecen los microorganismos en medio artificial
recibe el nombre de medio de cultivo y el crecimiento de los
microorganismos en este, es el cultivo®>.

Un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes esenciales,
factores de crecimiento y otros componentes que crean
las condiciones necesarias para el desarrollo de los
microorganismos3.

I. Cultivo in vitro

Para realizar el estudio de los microbios o microorganismos,
es necesario recuperarlos del habitat natural donde se
encuentran y hacer que proliferen en medios artificiales que
les proporcionen sus requerimientos nutricionales, a este
procedimiento se le conoce como cultivo in vitro®. Para que
los microbios o microorganismos crezcan adecuadamente
en un medio de cultivo artificial debe reunir una serie de
condiciones como son?:

1. Nutrientes

Un medio de cultivo adecuado para la investigacién
microbioldgica ha de contener, como minimo*:

e Fuentes de energia como glucosa, sulfatos y/o
nitratos.



e Fuentes de carbono que también se pueden
utilizar como fuentes de energia.

e Fuentes de nitrégeno como amoniaco.

e Otros nutrimentos como azufre, fésforo y sales
inorganicas. En muchos casos seran necesarias
ciertas vitaminas y otras sustancias inductoras
del crecimiento.

Todas estas sustancias se suministraban originalmente en
forma de infusiones de carne, extractos de carne o extractos
de levadura. Sin embargo, la preparacion de estas sustancias
para su aplicaciéon a los medios de cultivo provocaba la
pérdida de los factores nutritivos labiles®.

Actualmente, la forma mas extendida de aportar estas
sustancias a los medios es utilizar peptona que, ademas,
representa una fuente facilmente asequible de nitrégeno y
carbén ya que la mayoria de los microorganismos, que no
suelen utilizar directamente las proteinas naturales, tienen
capacidad de atacar los aminodcidos y otros compuestos
mas simples de nitrégeno como se encuentran presentes en
la peptona®.

Ciertas bacterias tienen necesidades nutritivas especificas
por lo que se aflade a muchos medios de cultivo, sustancias
especiales, entre la que se encuentran suero generalmente
de bovino, sangre, liquido ascitico, entre otras. En ocasiones
también es necesaria la adicién de ciertos carbohidratos
como glucosa, y sales minerales como las de calcio,
magnesio, manganeso, sodio o potasio, asi como sustancias
promotoras del crecimiento, generalmente de naturaleza
vitaminica como vitaminas del complejo B*.

Es comun la adicién a los medios de cultivo de ciertos
colorantes, ya sea como indicadores de ciertas actividades
metabdlicas o bien, por sus capacidades de ejercer de
inhibidores selectivos de ciertos microorganismos®.

2. Consistencia del medio

Partiendo de un medio liquido, su consistencia puede ser
modificada, afladiendo productos como albumina, gelatina
0 agar, con lo que se obtienen medios en estado semisdlido
o solido* (imagen 2.1).
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Imagen 2.1 Medio liquido: caldo nutritivo

Los medios solidificados con gelatina tienen el gran inconveniente de que muchos
microorganismos no se desarrollan adecuadamente a temperaturas inferiores al
punto de fusidn de este solidificante y de que otros tienen la capacidad de licuarla,
por lo cual los medios de cultivo con gelatina estan en desuso*.

Actualmente los medios sdlidos son de uso universal, por su versatilidad y
comodidad, pero hay también gran cantidad de medios liquidos cuyo uso esta
ampliamente extendido en el laboratorio® (imagen 2.2).

Imagen 2.2 Medio semisélido: triple azucar hierro A; (TSI) y lisina descarboxilasa (LIA) B



3. Presencia o ausencia de oxigeno

Gran cantidad de bacterias pueden crecer en una atmésfera
con tensién de oxigeno normal. Algunas pueden obtener
el oxigeno directamente de variados sustratos, pero los
microorganismos anaerobios estrictos solo se desarrollaran
adecuadamente en una atmdsfera sin oxigeno ambiental.

En un punto intermedio, los microorganismos microaerdfilos
crecen mejor en condiciones atmosféricas parcialmente
anaerobias (tensidon de oxigeno muy reducida), mientras
los anaerobios facultativos tienen un metabolismo capaz de
adaptarse a cualquiera de las citadas condiciones. Debido a
las necesidades especificas de oxigenos que requieren las
bacterias, se clasifican en*®:

e Anaerobios obligados: crecen en medios bajos
de potencial de éxido-reduccién.

e Anaerobios facultativos: son capaces de crecer
en condiciones de anaerobiosis y aerobiosis.

e Anaerobios aerotolerantes: la condicién éptima
para su desarrollo es la anaerobiosis, aunque
pueden permanecer viables en presencia de O,

e Microaerofilicas: requieren de baja tension de
oxigeno y de 5-10 % de CO,.

* Aerobias obligadas: el O, es indispensable para
su desarrollo.

4. Humedad

El agua, tanto en el medio como en la atmésfera, es
imprescindible para un buen desarrollo de las células
vegetativas microbianas en los cultivos. Hay que prever
el mantenimiento de estas condiciones minimas en las
estufas de cultivo a 35-37 °C proporcionando una fuente
adecuada de agua que mantenga la humedad necesaria para
el crecimiento de los cultivos y evitar asi que se deseque
el medio, esto se logra, colocando un recipiente con agua
dentro de laincubadoray checando que este no se encuentre
vacio®.



5. Temperatura

Sin lugar a dudas la temperatura es uno de los factores mas determinantes en
el desarrollo y supervivencia de microorganismos, ejerce dos tipos de efectos
opuestos, a medida que la temperatura se eleva, las reacciones quimicas
y enzimaticas de las células se aceleran, pero si la elevacién es muy alta
algunas de las proteinas empiezan a sufrir dafos irreversibles, asi pues, para
un buen desarrollo de los microorganismos se requiere que la temperatura
se mantenga en un margen adecuado, siendo la temperatura de 18 a
45°Cendonde mejorsedesarrollanlas bacterias patégenas conociendo ese margen
como el de los microorganismos meséfilos, la clasificacidon de los microorganismos
de acuerdo a la temperatura 6ptima de crecimiento es la siguiente* >:

En el cuadro 2.1, se muestra la clasificacion de microorganismo de acuerdo con la
temperatura éptima de crecimiento:

Cuadro 2.1. Clasificacion de los microorganismos de acuerdo
con la temperatura éptima de crecimiento*

Temperatura °C

Tipo Minima Optima Méxima
Psicrofilicos -10 10-15 18 -20
Psicotropicos -5 20-30 35-40
Mesofilicos 5-(-10) 30-37 ~45
Termofilico 10 42 - 46 ~50
Termoduiricos 20-45 50-80 68 — 85

6. pH

Otro factor que afecta el crecimiento y desarrollo de los microorganismos es el pH
o potencial hidrégeno que todos conocemos por la escala de acidez a alcalinidad
siendo el margen de 0 a 6.9 el rango de acidez, el 7 el punto neutroy de 7.1 a 14
como el rango de alcalinidad*>.

Al igual que con la temperatura, los microorganismos se distribuyen en rangos de
pH siendo el rango cercano al neutro (7.0) donde se concentran la mayor cantidad
de microorganismos, que pueden utilizar este ambiente para llevar a cabo sus
reacciones enzimaticas, cuando encontramos microorganismos prefieren para sus
reacciones un pH acido como lo hacen la mayoria de los hongos (pH 5.6) o algunas
bacterias como los lactobacilos y algunos patdégenos que resisten un medio acido
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y se les llama acidéfilos como es el caso de Listeria monocytogenes que es uno de
los agentes importantes en la industria alimentaria, por otro lado son muy pocos
los microorganismos que pueden utilizar el rango de pH alcalino y son conocidos
como alcaléfilos* >,

En el cuadro 2.2, se muestra la relacion de pH, pOH y concentracion de iones

hidrégeno y iones hidrécilo, asi como ejemplos de alimentos que poseen los
diferentes pH.

Cuadro 2.2. Relacion de pH, pOH y concentracidn de iones hidrégeno y iones hidroxilo*®
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7. Esterilidad del medio

Todoslos mediosde cultivo, queindiquenensu procedimiento
de elaboracién, han de estar perfectamente estériles antes
de ser empleados para favorecer el crecimiento de los
microorganismos presentes en un alimento, para evitar la
aparicién de formas de vida que puedan alterar, enmascarar
o incluso impedir el crecimiento microbiano normal del o de
los especimenes inoculados en dichos medios. El sistema
clasico para esterilizar los medios de cultivo es mediante la
aplicacion de calor himedo, lo cual se logra en el laboratorio
empleando la autoclave (que utiliza vapor de agua a presion
como agente esterilizante). Las condiciones comunes de
esterilizacion son 121 °C/15 minutos /15 psi‘.

Il. Tipos de medios de cultivo

Los medios de cultivo que se utilizan de manera rutinaria
son®>:

1. Medios basales

2. Medios enriquecidos

3. Medios selectivos

4. Medios diferenciales

5. Medios de enriquecimiento
6. Medios de transporte

A continuacion, se describen brevemente cada uno de estos:

1. Medios basales

Son medios que contienen los ingredientes minimos
indispensables para permitir el desarrollo bacteriano, es
decir, una fuente de energia y una fuente de nitrégeno, se
utilizan para aquellas bacterias que no son exigentes en su
crecimiento, por ejemplo, caldo nutritivo, agar nutritivo y
agua peptonada; generalmente se utilizan para conservar
cepas bacterianas*>.

2. Medios enriquecidos

Este tipo de medios son medios basales suplementados con
nutrientes especificos que favorecen el crecimiento de cierto

3/
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tipo de bacterias como es la adicidon de sangre, suero, vitaminas, huevo, con lo
cual se obtienen medios especificos como: agar sangre, agar Lowenstein-Jensen,
caldo sangre, se utilizan para favorecer el crecimiento de bacterias exigentes en
su crecimiento®>.

3. Medios selectivos

Estos medios favorecen el crecimiento de ciertas bacterias al inhibir el crecimiento
de bacterias indeseables por poder alterar el crecimiento de los microorganismos
gue se desea cuantificar, su crecimiento se controla, a través de la adicién de
inhibidores, generalmente compuestos quimicos nocivos, por ejemplo: agar
McConkey que contiene cristal violeta, caldo lactosado y bilis verde brillante, en
donde la bilis inhibe el crecimiento de bacterias Gram positivas*® (imagen 2.3).

Imagen 2.3 Medio selectivo: agar McConkey A,

agar verde brillante B, agar Oxford C, agar Baird-Parker D

4. Medio diferenciales

Estos medios de cultivo son adicionados con sustancias para que solo crezcan cierto
tipo de bacterias y estas, al actuar sobre alguna de las sustancias adicionadas,
permiten observar macroscépicamente ciertas propiedades de crecimiento que
ayudan a diferenciar sus colonias de otras especies de bacterias, por ejemplo:
agar Salmonella-Shigella que contiene lactosa y un indicador de pH que permite
diferenciar las colonias de bacterias fermentadoras de este carbohidrato®>.
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5. Medios de enriquecimiento

Son medios liquidos que favorecen o permiten la multiplicacién de las bacterias
cuando la muestra obtenida es muy pobre, por ejemplo: caldo tioglicolato
gue favorece el crecimiento de las bacterias anaerdbicas y caldo tetrationato que
favorece el crecimiento de bacterias microaerofilicas*®.

6. Medio de transporte

Son medios utilizados cuando un microorganismo especifico no puede ser
cultivado inmediatamente, es decir, son capaces de conservar viva una muestra
o cepa de microorganismos por un periodo de tiempo prolongado, manteniendo
regulada la falta de carbono, nitréogeno y factores de crecimiento orgdnico con
el fin de evitar la multiplicacion microbiana, preservando a los microorganismos
vivos sin alterar su concentracion y composicidn, por ejemplo: medio Carry-Blair,
medio AMIES, medio Stuart*® (imagen 2.4).

Imagen 2.4 Medios de transporte: medios Stuart

lll. Clasificacion de los medios de cultivo
de acuerdo con su estado fisico

e0c0ccccccccccce e0ccc0cccccccccccccce eeccccc0ccccccccc e

1. Liquidos

Son medios que no contienen agar, el cual es el agente solidificante por excelencia,
son envasados en tubos, botellas y matraces, se siembra por agitacion del asa,
por medio de pipetas o depositando una porcién de la muestra. El crecimiento
bacteriano en este tipo de medios se manifiesta por turbidez, por lo general se le
conocen con el nombre de caldos*>.
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2. Semisolidos

Los medios semisdlidos, van adicionados de un poco de agar, por lo general
contienen del 0.5 al 0.75 % de agar, son envasados en tubos, se siembran con asa
recta por picadura. El crecimiento se observa por turbidez en el sitio de inoculaciéon
en bacterias inmdviles y turbidez a los lados de la linea de inoculacién en bacterias
moviles*>.

3. Medios sdlidos y duros

Los medios sélidos contienen 1.5 % de agar y los duros del 3 al 7 % de agar, se
envasan en cajas de Petri, botellas o tubos. La utilidad de los medios sélidos es
el aislamiento de colonias de bacterias o levaduras, para realizar pruebas de
susceptibilidad a quimioterapéuticos y guardar cepas bacterianas y micdticas.
Los medios duros se utilizan para disminuir el crecimiento invasivo de algunos
microorganismos® >,

La técnica de siembra para estos medios es: cuando se encuentran envasados en
cajas de Petri es la de aislamiento en cultivo puro, cuando se envasan en tubo
se siembra por estria continua o picadura. Para el cultivo de hongos en caja o
tubo, la siembra se realiza con la técnica de punto aislado, para las pruebas de
susceptibilidad a quimioterapéuticos se utiliza la técnica de siembra de estria
cerrada con hisopo®*?®.

En el cuadro 2.3, se muestran los métodos de siembra de cultivos.



MEDIOS DE CULT IVO

Cuadro 2.3. Métodos de siembra de cultivos?

TIPG DE MEDIO DE CULTIVO METODO DE SIEMBRA
Medias Nguides Slembra por apitacién del asa
Medias semisdlidos Pleadura en el centro del agar
Medios stlidas envasados en tubas Siernbira por picadura en el fonda del tuba
¥ en eslia
Medics sblidos en caja de Petri 1. Depositer el indculo en el
cuadrante 1,

. Flamear y enfriar ol aca entre cada
cuadrante para realizar el
aislamiento

3. Asegurarse que éxlsta contacto
entre las estrias de cada cuadrante
[lcond, 2oon 3y dcond)

4, En el caso de giembra de muestras
st reealiza la vienica de
primoalsgdamiento, sembrando en
los cuatro cusdrantes sin flamear el

a%a entre coda wno de ellos,
Medios sdlidos en cafa de Potri para Siernbra por punto aislade con aga en "L
honges filamenasos
Pruebas de susceptibllidad en Slembea en estria cerrada cen hisopo
quimiaterapéuticas

En la figura 2.2, se muestra la técnica de sembrado en medios sélidos envasados
en caja de Petri.

1. Depositar el indculo en el cuadrante. 2. Flamear y enfriar el asa entre cada
cuadrante para realizar el aislamiento.




Asegurarse que exista contacto entre las estrias de cada cuadrante (1 con 2,2 con 3y 3 con 4).

k 'IIL | [
il

Figura 2.2. Método de siembra en medios sélidos en cajas de petri®.

En el caso de siembra de muestras se realiza la técnica de primoaislamiento,
sembrando en los cuatro cuadrantes sin flamear el asa entre cada uno de ellos.

Cepas ATCC

Estas cepas son un conjunto de especies de bacterias que comparten al menos
una caracteristica, son usadas en los laboratorios de microbiologia para controlar
diferentes procedimientos. Este grupo de material bioldgico de referencia
certificado, son conocidos como American Type Culture Collection (ATCC)%.
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A continuacion, en el video 2.1, se muestran los distintos
medios de cultivo y la técnica de sembrado de cada uno de
estos.

Cultivo de bacterias
y hongos in vitro

PROYECTOE PEJOOZN 30
' Técrigas de microbicslogls para L idertfcaddn de bad Deiia ¥ Batga
1 on bechee y prochucbok lacteos de souiids con Lo NOM-245-55A0-J0

https://www.youtube.com/watch?v=UqClv7vyv6U



Capitulo 3

Método de referencia para

la estimacion de la cuenta

de staphylococcus aureus de
acuerdo con el apéndice b
normativo de la Norma Oficial
mexicana NOM-210-SSA1-2014,
productos y servicios. Métodos
de prueba microbiologicos.

Determinacion de
microorganismos indicadores.

Determinacion de
microorganismosf{Rategenes,

r'll
!

Oosthuizen, J. (2013). Methicillin-resistant,
Staphylococcus aureus (MRSA) [llustracién].

Public Health Image Library (PHIL). https://phil.cdc.gov/
Details.aspx?pid=19059



Introduccion

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son
aquellas que se originan por la ingestién de alimentos
contaminados por patdgenos, produciendo sintomas como
vomitos, diarreas, dolores abdominales, dolor de cabeza,
fiebre, alteraciones neurolégicas y otros. Ademas, ciertas
ETA pueden generar enfermedades crénicas y, en casos
extremos, la muerte.

A nivel mundial, las intoxicaciones alimentarias causadas por
Staphylococcus aureus (S. aureus) enterotoxigénico (SAE) no
son notificadas a los sistemas de vigilancia epidemioldgica. El
subreporte de intoxicacidn alimentaria estafilocdcica (IAE) se
debe, principalmente, a que la recuperacion normalmente
ocurre sin suministro de medicamentos y, frecuentemente,
los organismos de salud no la incluyen dentro de las
enfermedades de declaracién obligatoria, tal como sucede
en Estados Unidos de Norteamérica (EE. UU.), donde los
médicos estan obligados a reportarla.

S. aureus es un coco Gram positivo, anaerobio facultativo,
se agrupa en racimos pigmentados dorados o blancos, es
una bacteria inmdvil, que posee actividad de catalasa y
coagulasa, convirtiéndolo en un agente agresivo para el
huésped. Algunas especies de estafilococos son productoras
de una familia de proteinas no glicosiladas de bajo peso
molecular (masa molecular 22-31.000 kDa), conocidas
como enterotoxinas estafilococicas (SE) que poseen
termoresistencia, incluso a 100 °C. S. aureus produce
alrededor de 11 serotipos distintos de SE, enterotoxinas que
son causantes de intoxicaciones alimentarias. Se han descrito
8 cepas de S. aureus productoras de las enterotoxinas A-H,
gue son responsables de las intoxicaciones alimentarias mas
comunes.

La ingestion de toxinas de S. aureus es conocida como
estafiloenterotoxicosis o estafiloenterotoxemia y destaca
por su periodo de incubacidon menor a tres horas. Las
manifestaciones clinicas por la ingesta de toxinas de
S. aureus son nauseas, vomitos intensos, espasmo abdominal
y diarrea. Generalmente, la intoxicacién es de evolucién
favorable entre 24 y 48 h, aun cuando pueden producirse
formas graves con hipotensidn, hipotermia y shock. Entre los
motivos que explican la presencia de estafilococos destacan,
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en términos generales, su elevada resistencia a las condiciones de sequedad de
las superficies y su presencia en cantidad y variedad en la piel de las personas y de
los animales domésticos.

Fundamento de acuerdo con la NOM 210-SSA1-2014

Para el propdsito del presente método, la confirmacion de S. aureus esta basada
en una fuerte reaccién de coagulasa, pero se reconoce que hay algunas cepas
de S. aureus que producen una reaccion débil. Estas ultimas cepas se pueden
confundir con otras bacterias, por lo cual es de igual importancia someter a la par
la prueba de termonucleasa y por medio del uso de pruebas adicionales, como
son la produccién de acido a partir del manitol, entre otras. Este método permite
hacer una estimacion del contenido de S. aureus en los productos de consumo,
se efectla directamente en placas de medio de cultivo selectivo y diferencial,
con la confirmacién mediante las pruebas de coagulasa/termonucleasa como
determinante y pruebas auxiliares.

Prince, S. (s.f.). Una imagen de una bonita
escena de laboratorio [Fotografia]. A\

Shutterstock. https://www.shutterstock.

com/es/image-photo/image-nice-laboratory- ‘
scene-165058787
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Equipo

e Horno Pasteur que alcance 180 °C

e Autoclave

e Balanza granataria

* Incubadora36°C+1°C

¢ Homogenizador Stomacher o licuadora
e BafioMaria35°C+1°C

Materiales
e Pinzas
e Tijeras
e Espatulas
e Cuchillos

Tubos de cultivo 16 x 150 mm o frascos
lecheros de 125 mL a 250 mL de capacidad
Tubos de cultivo 10 x 75 mm

Cajas de Petri de 90 a 100 mm de diametro
x 15 mm de grosor, pueden emplearse de

vidrio o desechables
e Pipetas 1 ml graduadas en 0.1 ml
¢ Pipetas 10 ml graduadas en 1 ml
e Pipetas Pasteur
* Probetas

e Varillas de vidrio de 3.5 mm de diametro
aproximadamente y 20 cm de largo

dobladas en angulo recto

e Matraz Erlenmeyer con capacidad

de 2000 mL.
¢ Filtros y membranas de 0.45 micras

Medios de cultivo y reactivos

Agar Baird Parker

Soluciéon de telurito de potasio (trioxotelurito
dipotasico)

Emulsion de yema de huevo (se puede
comprar preparada, o preparar previo a su
uso)

Caldo Infusion cerebro corazon (BHI — CICC)
Solucion reguladora de fosfatos (fosfato
monopotasico)

Agua peptonada

Peptona de caseina

Solucioén salina al 0.85 %

Agar azul de toluidina-ADN

Agar Tripticasa Soya

Plasma de conejo con EDTA

Agua peptonada amortiguada

Peréxido de hidrégeno al 3 %

Tincion de Gram

Caldo rojo de fenol (glucosa y manitol)
Solucién de rojo de fenol

Aceite de parafina o aceite mineral esteril

NOTA: La preparacién de los medios se puede consultar en la NOM-210-SSA1-2014, productos y servicios.

Métodos de prueba microbioldgicos. Determinacién de microorganismos indicadores. Determinacién de

microorganismos patégenos. Apéndice B normativo: método de referencia para la estimacion de la cuenta

de S. aureus.

Cepas
e S. aureus ATCC 6538
e S. aureus ATCC 25923

e S epidermidis ATCC 12228
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En el diagrama 3.1, se muestran los pasos a seguir, para la determinacion de la
presencia de Staphylococcus aureus en leche y derivados lacteos. Después del
diagrama, se detalla la técnica a seguir.

Diagrama 3.1. Aislamiento de Staphylococcus aureus
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I. Preparacion de la muestra
e Tomar diferentes porciones del alimento, transferir 25 g o mL a
frascos de dilucién con 225 mL de solucién reguladora de fosfatos o
agua peptonada amortiguada, para preparar una dilucién 1:10.

e Transferir por medio de una pipeta estéril, 0.1 mL de la muestra
directa si es liquida, o 0.1 mL de la suspension inicial (dilucién 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,

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

e Mantener las placas con las tapas hacia arriba hasta que el indculo
sea absorbido totalmente por el agar.
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e Invertir las placas e incubar por 44-48 horas a 36 °C + 1 °C, buscar
colonias con morfologia colonial tipica: colonias negras, circulares,
brillantes, convexas, lisas, de didmetro de 1 mm a 2 mm y muestran
una zona opaca, humedas y con un halo claro (debido a la actividad
de la lecitinasa) alrededor de la colonia (imagen 3.1).

e 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 que tengan mas de 150 colonias. Seleccionar por
muestra 5 colonias tipicas para su confirmacién o 5 colonias atipicas,
para la realizacidn de la tincién de Gram, en el caso de observar
bacilos positivos, la colonia se tomara como negativa para S. aureus,
por lo contrario, si se observan cocos se seguira con su confirmacion
(imagen 3.2).

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

Imagen 3.1 Colonias tipicas de S. aureus en agar Baird-Parker

(colonias negras con un halo claro debido a la actividad de lecitinasa)

Imagen 3.2 Placa de agar Baird-Parker con colonias tipicas de S. aureus
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Muestras liquidas

En el esquema 3.1 se muestra la secuencia correspondiente a la preparacion de
muestras liquidas para su posterior analisis microbioldgico, dicho procedimiento
esta basado en la NOM-110-SSA1-1994. Bienes y servicios. Preparacion y dilucién
de muestras de alimentos para su analisis microbiolégico.

Esquema 3.1 Preparacion de muestras liquidas
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Muestras solidas o semisdlidas

En el esquema 3.2 se muestra la secuencia correspondiente a la preparacién de
muestras sdlidas o semisélidas para su posterior analisis microbiolégico, dicho
procedimiento estd basado en la NOM-110-SSA1-1994. Bienes y servicios.
Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para su andlisis microbiolégico.
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Esquema 3.2 Muestras sdlidas o semisdlidas
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En el esquema 3.3 se muestra la secuencia correspondiente al método para la
determinacidon de Staphylococcus aureus en alimentos.
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Esquema 3.3 Determinacion de Staphylococcus aureus en alimentos
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Il. Pruebas conflrmatorlas

Para confirmar la presencia de S. aureus, se sugiere la realizacién de las siguientes
pruebas:

1. Prueba de coagulasa

e Seleccionar y sembrar cada colonia tipica en tubos con 0.5 mL de
caldo infusidn cerebro-corazén (BHI) y en tubos con agar tripticasa
soya (AST). Utilizar simultaneamente un control positivo de S. aureus
y un control negativo de S. epidermidis.

* Incubara35°Cz+1°Cen bafio de agua, durante 20 a 24 h.

e Mantener los cultivos en AST a no mas de 27 °C + 1 °C para pruebas
posteriores.

e Agregar a 0.1 mL del cultivo anterior a 0.3 mL de plasma de conejo
con EDTA (a menos que el fabricante indique otras cantidades).
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* Incubar a37°C+1°Cen bafo de agua y observar peridédicamente a
intervalos de 1 h durante las primeras 4 h a 6 h; si no hay formacion
de coagulo, observar hasta las 24 h. Considerar la prueba positiva
cuando el codgulo se forma completamente y es firme al invertir el
tubo. En otro caso se deberan realizar las pruebas auxiliares (imagen

3.3).

Imagen 3.3 Prueba de coagulasa

A continuacion en en el esquema 3.4, se muestra la manera de realizar la prueba
de coagulasa:
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Esquema 3.4 Prueba de coagulasa
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2. Prueba de termonucleasa
e Preparar portaobjetos con 3 mL de agar azul de toluidina-ADN.

e Con ayuda de una pipeta Pasteur hacer orificios equidistantes en el
agar.

e En un bafio de agua hirviendo calentar durante 15 min, 0.3 mL de
cultivo en BHI.

e Utilizando una pipeta Pasteur transferir una gota del cultivo a un
orificio del medio, repetir para cada cepa incluyendo testigos positivo
y negativo.

e Incubara35°C+1°Cencamara himedade4ha?24h.

e La aparicién de un halo color rosa extendido de por lo menos 1 mm
alrededor de la perforacion califica como positiva la prueba.

Realizar una tincidn de Gram a cada cultivo y observar al microscopio la presencia
de cocos Gram positivos, agrupados en racimos (imagen 3.4).

5D
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Imagen 3.4 Tincién de Gram de S. aureus

(cocos Gram positivos agrupados en racimos)

Si se dispone de un sistema de bioquimicas miniaturizado, este puede ser utilizado
como alternativa de las siguientes pruebas bioquimicas, con excepcidn de la
tincién de Gram, coagulasa y termonucleasa.

2.1 Prueba de catalasa

A partir de un cultivo en AST realizar la prueba de la catalasa en un portaobjetos,
emulsificar una porcidn del cultivo con una gota de peréxido de hidrégeno al 3 %.
Observar la produccion de burbujas de gas (imagen 3.5).

Imagen 3.5 Prueba de catalasa

2.2 Utilizacion anaerdbica del manitol

¢ Inocular abundantemente un tubo con caldo para la fermentacién
adicionado de manitol al (0.5 %).

e Cubrir el caldo con una capa de aceite de parafina o aceite mineral de
al menos 25 mm. Incubar hasta 5 dias a 36 °C £ 1 °C.
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e Un cambio en la coloraciéon del indicador significa la utilizacién
anaerdbica del manitol y la presencia S. aureus.

¢ Incluir los controles positivos y negativos (imagen 3.6).

Imagen 3.6 Utilizacidon anaerdbica de manitol (la coloracion amarilla indica un cambio positivo)

3. Utilizacion anaerdbica de la glucosa

e Inocular un tubo con caldo para la fermentacidon adicionado de
glucosa al (0.5 %), con un indculo abundante.

e Cubrir el caldo con una capa de aceite de parafina o aceite mineral de
al menos 25 mm. Incubar hasta 5 dias a 36 °C £ 1 °C.

e Un cambio en la coloracién del indicador significa la utilizacién
anaerobica de la glucosa y la presencia S. aureus.

¢ Incluir los controles positivos y negativos.

En el cuadro 3.1, se muestran las caracteristicas de S. aureus, S. epidermidis y
Micrococcus.

7%



STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Cuadro 3.1. Caracteristicas de S. aureus, S. epidermidis y Micrococcus

Caracteristicas LA T T 5. epidermidis | Misrococcus

Actividad de catalasa + + +

Produccidn de coagulata * i "

Produccién de termonucieass + | - -

Litilracidn anaerdbica de: b i

Glucoss

Utilizacion anaerdbica de: + = -
BAmpmited

b La magoria di las copas son poditivad (mds del BRe).
La mayoria de las cepas son negativas (mids del S008).

IV. Interpretacion de los resultados
e Las pruebas de termonucleasa o coagulasa positiva son consideradas
como resultados confirmatorios de S. aureus.

e Si al menos el 80 % de las colonias tipicas seleccionadas fueron
coagulasa positiva y/o termonucleasa positiva, tomar el nimero total
de las colonias contadas como presuntivas de S. aureus.

e En otros casos, calcular el nimero de colonias presuntivas de S.
aureus a partir del porcentaje obtenido de colonias coagulasa y/o
termonucleasa positivas confirmadas.

¢ Promediar los resultados de los duplicados.

e Cuando en dos diluciones consecutivas se obtienen cuentas entre 15
y 150 colonias (tipicas o atipicas) calcular el nimero de S. aureus para
cada dilucién como se especifica en los puntos anteriores, calcular
la cuenta de S. aureus considerando el factor de dilucion, calcular el
logaritmo en base diez de cada dilucion y realizar la resta de estos,
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.



Ejemplo para realizar el calculo

Dilucién en donde se obtuvieron entre 15y 150 colonias: DILUCION 10-2

Se realizaron diluciones por duplicado, obteniendo en cada caja:

Caja 1: 20 colonias

Caja 2: 25 colonias

¢ Supongamos que en la caja 1, tres de las cinco colonias seleccionadas
fueron positivas a S. aureus, por lo que el 60 %, es decir 12 colonias

son consideradas S. aureus.

e Supongamos que en la caja 2, dos de las cinco colonias seleccionadas
fueron positivas a S. aureus, por lo que el 40 %, es decir, 10 colonias

son consideradas S. aureus.

12+10/2= 11 colonias

11 colonias por el factor de dilucién (1/102)= 1100 (agregar 2 ceros)

Inéculo 0.1 mL (multiplicar por 10 para obtener el resultado por mL=

11 000 UFC/mL

Por lo tanto se reporta el resultado como 11 000 UFC/mL.

En el cuadro 3.2, se muestra la forma de reportar cuando no se tenga crecimiento

en las diluciones.

Cuadro 3.2. Cuando no se tenga crecimiento reportar como:

DILUCION DE L& MUESTRA WVDLURIEM IMCCLILADD

RESLILTADG

MUESTRA DIRECTA 1mi (0.4mL, 0.3md ¥ 0.3
mil.)
MLUESTRA DIRECTA 0.1 il
101 Aml (0.4, 0.2 ¥ 0.3 mil)
101 0.1 mlL

< 1 UFC/mil

= 10 WFC{ml
10 UFC/ml
< 0 R il

G~

>9
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A continuacioén, en el video 3.1, se muestra la técnica para la
estimacion de la cuenta de Staphylococcus aureus.

Método de referencia para la estimacidn de la cuenia d&"-.l
Staphylococeus aureus de acuerdo con el apéndice B - §
normativo de la Norma Ofcial Mexicana

PROYECTO: PE20OZ1 20

Técricas de microbialogia paca L ideenfcesin de bacberia ¥ Boagos
o kg § prosdusben lscteos de aoustdo con b ROM-243-5541-1010

NOM-210-5S5A1-2014

https://www.youtube.com/watch?v=mX79VNyQPfY
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Capitulo 4

Método de referencia para

el aislamiento de Listeria
monocytogenes de acuerdo con
el apéndice c normativo de la
Norma Oficial mexicana NOM-
210-SSA1-2014, productos y
servicios. Métodos de prueba
microbioldgicos. Determinacion
de microorganismos
indicadores. Determinacion de
microorganismos patogenos

Seventyfourimages. (s.f.). Investigacion Bacteriana

en Laboratorio [Fotografia].

Envatoelements. https://elements.envato.com/es/bacterial-
research-in-laboratory-ZAWE237
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Introduccion

La listeriosis es una infeccién grave causada por la bacteria Listeria monocytogenes.
Se trata de una bacteria que puede causar una enfermedad transmitida por los
alimentos denominada listeriosis, que es relativamente poco frecuente pero grave,
con tasas de letalidad altas (entre el 10 % y el 30 %). Los sintomas mds comunes
de la listeriosis son gastroenteritis con fiebre, dolor de cabeza, malestar estomacal
y vomitos, aunque esta infeccién no tiene mucha repercusion en los adultos
sanos, no sucede lo mismo con las personas que tienen el sistema inmunolégico
debilitado (ancianos, nifios y enfermos), a estos individuos les afecta de un modo
mas severo, pudiendo llegar a ocasionarles la muerte.

La Listeria spp también es muy problematica cuando afecta a mujeres embarazadas,
puesto que pueden transmitirsela al feto y causarle diversos perjuicios, como
aborto espontaneo, muerte fetal intraditero o nacimiento prematuro. Las personas
pueden sufrir listeriosis después de comer alimentos contaminados?.

Los alimentos de mayor riesgo de estar contaminados con Listeria son los
siguientes: leche cruda (directa de vaca, oveja o cabra sin tratar ni hervir), quesos
blandos hechos con leche no pasteurizada, germinados crudos, pescado ahumado,
carnes y derivados no cocinados o rebanados, frutas y verduras troceadas con
antelacién al consumo (se tienen que lavar, pelar y trocear justo en el momento
del consumo) y verduras crudas que no han sido limpiadas y desinfectadas
correctamente, hay todo un conjunto de medidas que hay que tomar para prevenir
la listeriosis®.

_b g i

Mstandret. (s.f.). Cierre del microscopio en el laboratorio [Fotografial.
Envatoelements. https://elements.envato.com/es/close-up-of-

microscope-at-the-laboratory-Q9LEDFP



Fundamento de acuerdo con la NOM-210-SSA1-2014

Este método permite determinar la presencia o ausencia de L. monocytogenes
en los productos de consumo, se efectla por medio de sembrado en un medio
de pre-enriquecimiento selectivo y después su aislamiento en placas de medio de
cultivo selectivo y diferencial, con la confirmacion mediante pruebas bioquimicas y
fisioldgicas?.

L. monocytogenes es una bacteria que se desarrolla intracelularmente, el consumo
de alimentos contaminados con L. monocytogenes provoca listeriosis. Es uno de
los patdégenos mas virulentos causantes de infecciones alimentarias, con una
tasa de mortalidad entre un 20 % a 30 %, mas alta que casi todas las restantes
toxoinfecciones alimentarias.

L. monocytogenes es un bacilo corto Gram (+), que presenta diploformas dispuestas
en “V” y anaerobio facultativo capaz de proliferar en un amplio intervalo de
temperaturas (1 °C a 45 °C). Es un microorganismo catalasa positiva y no presenta
capsula, ni produce esporas, posee flagelos peritricos, es decir, los flagelos son
apéndices que le confieren motilidad a la bacteria y estos se encuentran rodeando
el perimetro de la bacteria, gracias a estos, Listeria spp presenta movilidad a 30 °C
0 menos, pero es inmovil a 37 °C, temperatura a la cual sus flagelos se inactivan?.

Wavebreakmedia. (s.f.). Vasos numerados en . "-."1 :
laboratorio [Fotografia].
Envatoelements. https://elements.envato.com/es/
numbered-beakers-in-laboratory-PMSQEU8
Advertencia: con la finalidad de proteger la salud del personal de laboratorio, se
debe considerar al manejar un alimento que se sospeche estd contaminado con
Listeria, lo siguiente?:

e Las pruebas para la determinacion de L. monocytogenes deberan
ser realizadas en laboratorios debidamente equipados y por
microbidlogos expertos, cuidando la eliminacidon de los desechos
potencialmente contaminados.



e Las mujeres embarazadas

no

deberan

manipular  los  cultivos de

L. monocytogenes bajo ninguna circunstancia.

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

Equipo

Autoclave
Estufa de laboratorio que alcance los 180 °C
Balanza con sensibilidad de 0.1 g

Incubadoras a diferentes temperaturas 25 °C, 30 °Cy 36 °C

Potenciémetro

Licuadora con vaso de vidrio esterilizable controlada por redstato

Microscopio
Bafno Maria 45 °C+ 2 °C

Materiales

Asas de platino o niquel de 3 mm de
diametro o 10 pL

Pipeta de 10 mL (divisiones de 0.5 mL y
0.1 mL respectivamente y protegidas con
tapon de algoddn)

Pipetas 5 mL (divisiones de 0.5 mLy 0.1 mL
respectivamente y protegidas con tapon
de algodon)

Pipetas 1 mL (divisiones de 0.5 mLy 0.1 mL
respectivamente y protegidas con tapon
de algodon)

Pipetas de 1 mL con graduaciones de
0.1 mL

Matraces de Erlenmeyer de 500 mL

Cajas de Petri desechables de 90 mm de
didametro x 15 mm de grosor

Cajas de Petri desechables de 100 mm de
didametro x 15 mm de grosor

Cucharas

Bisturies

Cuchillos

Pinzas

Tubos de ensaye 16 * 150 mm

Tubos de ensaye 10*75 mm

Gradillas para tubos de ensaye

Mecheros Bunsen o Fisher, de preferencia
Fisher

Algodon

Medios de cultivo

Caldo Fraser medio (Demi-Fraser), con
reduccién de la concentraciéon de agentes
selectivos

Caldo Fraser con la concentracion completa
de agentes selectivos

Suplemento base para caldo Fraser

Agar Oxford

Agar PALCAM

ASTEL (Agar tripticasa soya con 0.6 % de
extracto de levadura)

CSTEL (caldo tripticasa soya con 0.6 % de
extracto de levadura)

Agar sangre

Caldo ramnosa

Caldo xilosa

Agar movilidad
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Nota: la preparaciéon de los medios se puede consultar en la NOM-210-SSA1-2014,
Productos y servicios. Métodos de prueba microbioldgicos. Determinacidon de
microorganismos indicadores. Método de referencia para el aislamiento de L.
monocytogenes de acuerdo con el apéndice C normativo.

Cepas
e S.aureus ATCC 49444
e S.aureus ATCC 25923 CIP 5710
e R.equi ATCC 6939
* R.equiNCTC 1621
e [. monocytogenes ATCC 19115
e L. innocua ATCC 33092
e L. ivanovii ATCC 19119

En el diagrama 4.1, se muestra los pasos a seguir, para la determinacion de la
presencia de Listeria monocytogenes en leche y derivados lacteos. Después del
diagrama, se detalla la técnica a seguir.

Diagrama 4.1. Aislamiento e identificacion
de Listeria monocytogenes
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I. Preparacion de la muestra

©00000000000000000000000000000000000000000000000 o

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, para lo cual se deberan tener
las precauciones de envio de material y medios estériles y el transporte en frio de las muestras para
evitar proliferacion de microorganismos.

Pre-enriquecimiento:

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

2. Homogeneizar por 1 min o 2 min en licuadora u homogeneizador
peristaltico dependiendo del tipo de alimento.

Enriquecimiento Primario:

3. Incubar la suspension iniciala30°C+ 1°Cpor24 h+2h.

Nota: Durante la incubacién, puede aparecer una coloracion obscura.
Enriquecimiento Secundario:

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

5. Incubar el medio inoculadoa48h+2ha36°C+1°C.



Siembra en medios selectivos e identificacion:

Del enriquecimiento primario, después de las
24 h + 2 h de incubaciodn, inocular 2 placas de
agar Oxford y 2 placas de PALCAM por estria
cruzada (Apéndice 4.1).

Del enriquecimiento secundario incubado a
36°C+1°Cpor48 h+2h,inocular 2 placas con
agar Oxford y 2 placas con PALCAM por estria
cruzada.

Invertir las placas e incubar un juego de agar
Oxford y PALCAM a30°C+1°Cy el otroa36°C
+1°C.

Nota: Las placas con agar PALCAM se pueden incubar en
condiciones de microaerofilia (CO, 5 %-12 %, O, 5 %-15 %).

9.

10.

11.

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

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

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

de Listeria spp

1. Seleccion de colonias para su confirmacion

Tomar de cada placa de agares selectivos, cinco colonias sospechosas
de Listeria spp. Si alguna de las placas tiene menos de cinco colonias
presuntivas, tomar para su confirmacion todas las colonias que hayan
crecido.

2. Aislamiento

Sembrar por estria cruzada, para obtener colonias aisladas en cajas
con ASTEL.

Incubar estas placas a 36 °C £ 1 °C por 18 h a 24 h o hasta que el
crecimiento sea satisfactorio (no mas de 72 h).

Las colonias tipicas se observan de 1 mm a 2 mm de didmetro,
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.

3. Luz de Henry

el __

Figura 4.1
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Esta prueba tiene caracter informativo. Examinar las placas de ASTEL
con colonias tipicas, con el sistema éptico de Henry se trata de hacer
incidir luz transmitida oblicuamente con una ldmpara de luz blanca lo
suficientemente potente como para iluminar la placa en un angulo de
45° como se muestra en la figura 4.1.
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Las colonias aparecen de color azul-gris a azul.
Se recomienda el uso de cepas (positivo y negativo).

La placa puede ser observada a simple vista, pero es preferible el uso
de un microscopio de diseccion o lupa.



Nota: la luz de Henry puede ser mejor percibida si ASTEL es
delgado, aproximadamente 15 mL/placa.

4. Reaccion de catalasa

e Tomar una colonia aislada y suspenderla en una
gota de solucién de perdxido de hidrégeno. Una
reaccion positiva, se indica por la formacion
inmediata de burbujas.

* Precaucidn: la agitacién del reactivo con la
suspension del microorganismo debe hacerse
con un asa de plastico o palillo de madera
estéril, evitando el contacto con el reactivo.

5. Tincion de Gram

e Realizar la tincion de Gram a una colonia aislada
obtenida en ASTEL.

e Se deberdn observar bacilos cortos Gram
Positivos (Apéndice 4.2).

6. Prueba de movilidad

¢ Tomar 1 colonia aislada de ASTEL, y suspenderla
en un tubo conteniendo caldo tripticasa soya
con extracto de levadura.

e Incubara25°C+1°Cpor8ha24hohastaque
se observe el medio turbio.

e Depositar una gota de este cultivo entre un
portaobjetos y cubreobjetos, y examinar en el
microscopio.

e 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
rdpida de nado y que no es caracteristico de
Listeria spp.
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7. Prueba alternativa de movilidad

e Utilizando un asa recta, inocular agar de movilidad picando una
colonia obtenida en ASTEL. Incubar por 48 ha 25°C+ 1 °C.

e Examinar el crecimiento alrededor de la picadura.

e Debido al tipico movimiento de Listeria spp, se obtiene como
resultado un crecimiento caracteristico en forma de sombrilla.

e Siel crecimiento no es suficiente, incubar por cinco dias adicionales y
observar la picadura al término de ese tiempo.

Stevanovicigor. (s.f.). Cristaleria de laboratorio
de Ciencia Medicina [Fotografia].
Envatoelements. https://elements.envato.com/es/medical-

science-laboratory-glassware-7XQBUCF

lll. Confirmacion de L. monocytogenes

Se sugiere realizar las siguientes pruebas para confirmar la presencia de L.
monocytogenes:

1. Prueba de hemadlisis

e Silas caracteristicas morfolégicas y fisioldgicas, asi como la catalasa
son indicativos de Listeria spp, inocular una placa con agar sangre de
carnero al 5 % para determinar la actividad hemolitica.

e 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 ASTEL e inocular por picadura
un cuadro por cada cultivo a probar.



Simultdneamente, utilizar cepas control positivas (L. monocytogenes)
y negativas (L. innocua).

Después de la incubacién a 36 °C £+ 1 °C por 24 h + 2 h, examinar las
cepas de prueba y los controles.

L. monocytogenes produce una zona ligeramente clara alrededor del
punto de la picadura (B-hemodlisis).

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.

2. Utilizacion de carbohidratos
(Ramnosa y Xilosa)

Utilizando un asa bacterioldgica, inocular cada uno de los caldos de
carbohidratos a probar usando colonias aisladas en ASTEL.

Incubar a 36 °C + 1 °C por cinco dias. Una reaccion positiva se
caracteriza por la produccién de acido y cambio de color a amarillo
cuando se utiliza base caldo purpura de bromocresol adicionado con
cada uno de los carbohidratos, que ocurre dentro de las primeras
24 had8h.

Si después de 48 h de incubacidn no se observa una reaccion positiva
clara, dejar incubar hasta cinco dias (alternativamente pueden
utilizarse sistemas de bioquimicas miniaturizadas o métodos de
biologia molecular).

S



3. Prueba de camp

e En una placa de agar sangre de carnero al 5 % sembrar una estria
de la cepa de S. aureus y otra linea paralela de R. equi, de tal forma
que queden paralelas y diametralmente opuestas para que entre
estas pueda estriarse la cepa sospechosa de Listeria, sin que lleguen
a tocarse entre si.

e Simultdneamente probar cepas control: L. monocytogenes, L. innocua
y/o L. ivanovii. Incubar las placas a 36 °C+ 1 °C por 12 h a 18 h.

* Observar el sinergismo entre las hemdlisis de S. aureus, R. equi y
Listeria que se manifiesta como una zona hemolitica intensa.

e La figura 4.2, muestra la disposicidn de las estrias de los cultivos en
una placa de la prueba de CAMP.

¢ La hemdlisis de L. monocytogenes y L. seeligeri se incrementa cerca
de la estria de S. aureus y la hemdlisis de L. ivanovii se aumenta
cerca de la estria de R. equi. Las especies restantes de Listeria no son
hemoliticas en esta prueba.
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Figura 4.2. Prueba de Camp



Interpretacion de las propiedades morfoldgicas y fisioldgicas de las
reacciones bioquimicas de Listeria monocytogenes

Todas las especies de Listeria spp son colonias pequefias, bacilos
Gram positivos con movilidad rotativa y catalasa positiva.

L. monocytogenes se distingue de otras especies por las caracteristicas
enlistadas en el cuadro 4.1.

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

Cuadro 4.1. Pruebas para la identificacion de Listeria spp

Especies Hemodlisis Produccién de acido Prueba de CAMP
Ramnosa Xilosa S. aureus R. equi

L. monocytogenes + + - + -
L. innocua - Vv - - -

L. ivanovii + - + - +

L. seeligeri (+) - + (+) -

L. welshimeri - Vv + - -

L. grayi subsp. grayi - - - - -
L. grayi subs. - \Y - - -

murrayi

V: reaccidn variable

(+): relacion débil

+:>90% de reaccidn positiva
-: sin reaccién

Nota: Existen cepas extrafias de L. monocytogenes las cuales no muestran B-hemdlisis
0 una reaccién positiva a la prueba de CAMP, bajo las condiciones descritas en este
documento.

Cultivos control

Con el fin de comprobar la habilidad del preenriquecimiento y la identificacidn de
Listeria spp, se recomienda analizar junto con la prueba cepas control negativo
como S. aureus y positivo como L. monocytogenes.
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Expresion de resultados
De acuerdo con la interpretacidon de los resultados, informar la presencia o

ausencia de L. monocytogenes, especificando la masa en g o el volumen en mL de
la muestra ensayada.

Apéndice 4.1

A continuacién, se muestran la técnica de siembra por estria cruzada como se
muestra en la figura 4.3.

e Depositar el inéculo en el cuadrante 1.

e Flamear y enfriar el asa entre cada cuadrante para realizar el
aislamiento.

e Asegurarse que exista contacto entre las estrias de cada cuadrante (1
con 2,2 con3y3cond).

e En el caso de siembra de muestras se realiza la técnica de
primoaislamiento, sembrando en los cuatro cuadrantes sin flamear
el asa entre cada uno de ellos.
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Figura 4.3. Técnica de siembra por estria cruzada

Apéndice 4.2

A continuacidn, se describe el procedimiento a seguir para la tincion de Gram, que
se muestra graficamente en la figura 4.4.

Tincidon de Gram?

En el diagndstico microbioldgico, la visualizacion del agente patdgeno o su efecto
en el material bioldgico remitido al laboratorio de diagndstico, constituye el primer



paso hacia su identificaciéon (demostracion). Esto puede
realizarse mediante el examen directo de una preparacién
himeda o bien, de un frotis fijo teflido con colorantes
especificos.

Elaboracion de frotis fijos para tinciones

e Utilizar laminillas limpias y con un l4piz graso
delinear el 4rea donde se va a colocar la
muestra.

e Conelasamicrobiolégica se coloca una pequefia
gota del cultivo que se va a teiiir si esta proviene
de un medio liquido. Cuando se toma a partir
de un medio sélido, se coloca una gota de agua
destilada en la laminilla y se mezcla bien con un
poco del crecimiento del cultivo.

e Extender la gota sobre la laminilla formando
una capa fina. Debe evitarse preparar un frotis
demasiado grueso.

e Dejar secar las laminillas a temperatura
ambiente.

* Cuando se haya secado el frotis pasar la laminilla
tres veces por la llama del mechero con la capa
del frotis hacia arriba, teniendo cuidado de no
aplicar calor en forma excesiva.

Tincion de Gram

La tincién de Gram es aplicada en forma universal como
primer paso en la identificacién de bacterias. Este método
divide a las bacterias en dos grupos: Gram positivas y Gram
negativas, de acuerdo con los componentes predominantes
de su pared celular.

Al colorear los microorganismos con cristal violeta o violeta
de genciana (colorante primario) y afiadirles una solucién
débil de yodo (mordente) se combinan estos con algunos
componentes de la célula bacteriana y son retenidos por la
pared celular.

Posteriormente, cuando se tratan con alcohol acetona
(decolorante) la pared de las bacterias sufre una
deshidratacion que impide la salida del colorante. En



consecuencia, la safranina (colorante de contraste) es
incapaz de penetrar en la pared celular.

Procedimiento

e Preparar el frotis: se coloca una gota de agua
destilada estéril en el portaobjetos y se mezcla
bien con un poco del crecimiento del cultivo.

e Extenderlagotasobre el portaobjetos formando
una capa fina. Debe evitarse preparar un frotis
demasiado grueso.

e Dejar secar las laminillas a temperatura
ambiente.

e Cuando se haya secado el frotis pasar la laminilla
tres veces por la llama del mechero con la
capa del frotis hacia arriba, teniendo cuidado
de no aplicar calor en forma excesiva, ya que
estropearia la morfologia normal y la estructura
de los microorganismos que se van a tefiir.

e Cubrir la preparacién fijada con la solucién de
cristal violeta durante un minuto.

e Lavar con agua destilada.

e Cubrir el frotis con lugol por un minuto.
e Lavar con agua destilada.

e Decolorar con alcohol acetona.

e Lavar rapidamente con agua destilada.

e Contrastar con la solucidn de safranina por un
minuto.

e Lavar con agua, secar al aire y examinar con el
objetivo de inmersién (100x).
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Esta prueba consiste en colocar sobre una laminilla una gota de
NI CUEEL M KOH al 3%y con el asa hacer en ella una suspension de colonias

de la bacteria mezclando con movimientos giratorios durante 1
a 3 minutos. Si al separar el asa de la mezcla se forma una hebra
viscosa, esto indica que se trata de bacterias Gram negativas, si
la hebra no se forma, entonces se trata de Gram positivas.

para corroborar la
Tincién de Gram

Figura 4.4. Procedimiento para realizar la tincion de Gram
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SALMONELLA SPP

Introduccion

Los miembros del género Salmonella spp han sido muy estudiados como
patdégenos 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 deteccién 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 al que estd 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 cuatro etapas sucesivas, las cuales son:

Etapa de preenriquecimiento
e Enriquecimiento selectivo
¢ Aislamiento en medios de cultivos selectivos y diferenciales

e |dentificacion bioquimica y confirmacién serolégica de los
microorganismos

NOTA: Salmonella spp. puede presentarse en concentraciones bajas y en algunas ocasiones ir
acompafada de una gran cantidad de biota microbiana, de otras enterobacterias y otros géneros
bacterianos. Es por lo que se hace necesario el preenriquecimiento para permitir la deteccion de un
numero bajo de bacterias o células estresadas de Salmonella spp.
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Reactivos

e Reactivos para la reacciéon VP (a -naftol y e Alcohol etilico 96 %
KOH) e 4-Dimetilaminobenzaldehido
e Reactivos para la reaccion de indol e HCLr=1.18g/mLa1.19 g/mL
e Reactivo de Kovac o Erlich e 2-metilbutan-2-ol
e Antisuero somdtico (O) polivalente de e Cloruro de sodio
Salmonella spp e Monohidrato de creatina
e Tolueno e Solucién acuosa de verde brillante al 1 %
e qa-naftol e Tergitol/Anidnico
e Solucion de creatina e Tritédn X-100
e KOH e NaOH 1N
e ONPG (orto-nitrofenil-B-galactdsido) e Alcohol al 70 %
¢ Novobiocina (sal sddica) e Sulfato Ferroso
e Yodo e K2 SO3 Sulfato de Potasio

e Yoduro de Potasio

Cepas
e Salmonella typhimurium ATCC 14028 (S. typhimurium)
e Salmonella diarizonae ATCC 12325. (S. diarizonae)
e Salmonella abortus equi ATCC 9842. (S. abortus equi)

En el diagrama 5.1, se muestra los pasos a seguir, para la determinacion de la presencia de Salmonella
spp en alimentos, después del diagrama, se detalla la técnica a seguir.
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Diagrama 5.1. Aislamiento de Salmonella spp.

oA e~ H
EL LI
18 ol i e PR
ETAPA DE PRE-ENRIQUECIMIENTO
ENRIGUECIMIENTD _‘_,E‘_'fl-f-_d-;g-l_..
SELECTIVO
AISLAMIENTD
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Condiciones de prueba
Muestreo

Es importante que el laboratorio se cerciore de recibir una muestra representativa,
homogéneay suficiente, que no haya tenido dafios o cambios durante el transporte
y/o almacenamiento. Que haya sido envasada en envase estéril y transportada en
refrigeracion o de aquella forma adecuada, para evitar su alteracién.

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 Alimentarius o las guias del ICMSF.
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Preparacion de la muestra de ensayo general

La preparacién de la suspension inicial requiere
25 g de la muestra en 225 mL del medio de
preenriquecimiento, para obtener una dilucién
1:10.

En unasituacion atipicayjustificada, sila porcién
de muestra utilizada en el ensayo es distinta a
25 g, se debera utilizar la cantidad necesaria de
medio de preenriquecimiento para obtener una
dilucién 1:10.

En casos excepcionales, cuando es necesario
analizar mds de una porcion de 25 g de un lote
especifico de alimento y teniendo evidencia
de que si hay mezcla de tales porciones no
afecta el resultado, las muestras pueden ser
compuestas; es decir, si 10 muestras de 25 g
seran examinadas, combinar las 10 porciones
para obtener 250 g y adicionar 2.25 L del caldo
de preenriquecimiento precalentado a 36 °C +
1°C.

Sin embargo, se debe tomar en cuenta
qgue para inocular el caldo selectivo RVS vy
MKTTn aumentaran las porciones de 10 mL
a 100 mL teniendo que inocular 1 mLy 10 mL
respectivamente.

Procedimiento analitico

1. Preenriquecimiento

En caso de wuso general utilizar como medio de
preenriquecimiento agua peptonada amortiguada, incubar
la dilucién iniciala36°C+1°Cpor18 h+2h.

2. Enriquecimiento selectivo

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

Incubar el caldo RvSa415°C+1°Cpor24 h+
3hyelcaldko MKTTna36°C+1°Cpor24h+3h.
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3. Aislamiento e identificacion

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

sigue:

Agar XLD para el aislamiento de colonias tipicas
y ASB para aislamiento de colonias lactosa
positivas y cualquier otro medio selectivo
solido complementario. El laboratorio puede
seleccionar que medio utilizar, por ejemplo, se
pueden elegir el EH, Agar Verde Brillante (BGA),
Agar Salmonella Shigella (ASS), entre otros
incluidos agares cromogénicos.

El agar XLD se incuba a 36 °C + 1 °C durante
24 h + 3 h, el segundo y tercer agar selectivo
incubar de acuerdo con las recomendaciones
contenidas en los manuales de medios de
cultivo de los fabricantes.

Morfologia colonial tipica de Salmonella spp.

Seleccionar una o mas colonias de Salmonella spp de acuerdo
con las caracteristicas siguientes, en cada agar selectivo:

XLD: colonias rosas con o sin centro negro.
Muchos cultivos de Salmonella spp pueden
producir colonias con un centro negro muy
grande o completamente negras (imagen 5.1).

EH: colonias azul-verdes o azules, con o sin
centro negro. Muchos cultivos de Salmonella
spp pueden producir colonias con un centro
negro muy grande o completamente negras,
después de haber sido incubadas a 36 °C+ 1 °C
durante 24 h£3 h.

ASB: colonias cafés, grises o negras; algunas
veces pueden presentar brillo metdlico 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. Después de haber sido incubadas
a36°C+1°Cdurante 24 h+3 h o hasta48h
(imagen 5.2).
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Agar BGA: las bacterias fermentadoras de la lactosa dan colonias
amarillas (imagen 5.3).

Agar Salmonella Shigella (ASS): los organismos que fermentan
lactosa producen acido que, en presencia del indicador rojo neutro,
propicia la formacién de colonias de color rojo. Los organismos no
fermentadores de lactosa forman colonias incoloras, este ultimo
grupo incluye la mayoria de los patégenos intestinales, incluidas
Salmonella y Shigella.

Si se presentan colonias tipicas en ASB después de 24 h + 2 h de incubacion,
seleccionar al menos 1 colonia. Si, por el contrario, no se observan colonias tipicas
alas 24 h + 2 h, reincubar las placas de ASB, otras 24 h £ 3 h. Después de 48 h
* 2 h de incubaciodn, seleccionar si estan presentes, al menos una colonia tipica.
Si las colonias seleccionadas, no dan reacciones tipicas en TSI y LIA, el cultivo se
considera como negativo a Salmonella spp.

5.1 Colonias tipicas de

Salmonella spp en agar
XLD (muchos cultivos de
Salmonella spp pueden
producir colonias con un
centro negro muy grande

o completamente negras)

Morfologia colonial atipica de Salmonella spp.

5.2 Colonias tipicas de

Salmonella spp en agar ASB
(colonias cafés, grises

0 negras)

//

5.3 Colonias tipicas de
Salmonella spp en agar VB
(colonias incoloras rosadas

o fiusha, transparentes

u opacas, sobre el medio

coloreado de rosado a rojo)

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

Agares EH y XLD: muy pocos cultivos atipicos de Salmonella spp,
producen colonias rosa salmén o amarillas respectivamente con o sin
centro negro. En ausencia de colonias tipicas, en EH y XLD, seleccionar
dos o mas colonias atipicas.

Nota: existen algunas cepas de Salmonellaspp con un comportamiento
bioquimico diferente al resto del género, por ejemplo S. paratyphi A
al crecer en XLD genera colonias rosas con el centro mas obscuro y no
produce H_S. Otras salmonelas atipicas producen acido a partir de Ia
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lactosa y al crecer en XLD dan colonias amarillas
con o sin el centro negro.

ASB: algunos cultivos producen colonias
verdes con un halo oscuro muy pequefio.
Si después de 48 h de incubacidon (como se
explicéd anteriormente), no hay colonias tipicas
sospechosas en ASB, seleccionar 2 o mas
colonias atipicas.

Cultivos control sugeridos

Ademds de los cultivos control positivos (Salmonella
typhimurium  ATCC14028), deben usarse controles
adicionales para ayudar a la seleccidn de colonias atipicas,
se recomiendan: S. diarizonae (ATCC 12325) lactosa positivo,
H.S positivo y S. abortus equi (ATCC 9842), lactosa-negativo,
H,S negativo; o S. diarizonae (ATCC 29934) lactosa-positivo,
H,S-negativo.

Seleccion de colonias para su confirmacion

e Para la confirmacidon, tomar de cada agar
selectivo al menos una colonia considerada
como tipica o en total tres colonias sospechosas
si no existe la primera posibilidad.

e En casos epidemioldgicos, identificar al menos
cinco colonias sospechosas, si en una placa se
encuentran menos de cinco colonias tipicas o
sospechosas, confirmar todas las colonias que
se encuentren en el medio.

e Estriar cada colonia seleccionada en cualquier
agar nutritivo, preferiblemente sin agua de
condensacién, de tal manera que permita el
aislamiento de colonias. Incubar las placas
inoculadas a 36 °C £ 1 °Cdurante 24 h + 3 h.

e Utilizar cultivos puros para la confirmacion por
pruebas bioquimicas y serologia.
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Para confirmar la presencia de Salmonella spp, se sugiere
realizar las siguientes pruebas bioquimicas.

e 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 reaccidon de descarboxilacién
de la lisina es estrictamente anaerobia, el fondo
del medio de LIA, debe medir 4 cm vy el bisel de
al menos 2.5 cm.

e Mantener las placas de agares selectivos vy
nutritivos entre 2 °C - 8 °C, hasta la conclusion
del andlisis.

® Incubar los tubos de TSIy LIA a 36 °C + 1 °C por
24 h £ 3 h. Dejar los tapones flojos de los tubos
para mantener condiciones de aerobiosis
mientras se incuban evitando excesiva
produccién de H,S. Interpretar los cambios de
color como se describe a continuacion:

TSI: Fondo del medio

e Amarillo, glucosa positiva.

e Rojo o sin cambio de color, glucosa negativa.
e Negro, formacidn de sulfuro de hidrégeno.

e Burbujas o grietas en el medio, formacién de
gas debido a la fermentacidn de la glucosa.

TSI: Superficie inclinada
e Amarillo, lactosa y/o sacarosa positivos.

¢ Rojo o sin cambio de color, lactosa y/o sacarosa
negativa.

Las colonias tipicas de Salmonella spp, producen alcalinidad
(color rojo) en la parte inclinada del medio y acido (color
amarillo) en el fondo; con produccién de gas y cerca del 90 %
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de los casos producen H.S (ennegrecimiento del agar). Cuando alguna Salmonella
spp lactosa positiva es aislada, el agar de TSI se torna completamente amarillo
(imagen 5.4).

\

Imagen 5.4 Agar TSI (Las colonias tipicas de Salmonella spp, producen alcalinidad (color rojo)
en la parte inclinada del medio y acido (color amarillo) en el fondo; con produccién de gas

y cerca del 90 % de los casos producen H,S (ennegrecimiento del agar).

En LIA, Salmonella spp 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 spp producen H_S en LIA (imagen
5.5).

Imagen 5.5 Agar LIA (Salmonella spp produce reaccion alcalina (color purpura),

la mayoria de los cultivos de Salmonella spp producen H,S en LIA.

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

Para los cultivos de TSI que se consideran presuntivos para
Salmonella spp, continuar como se indica en Identificacion
de Salmonella spp 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 en una prueba negativa. Para Salmonella spp
no se produce cambio en la coloracién (amarillo anaranjado).
Incubar24h+2ha36°C+1°C.

b) Caldo I-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 determinacién final de lisina
descarboxilasa. Inocular el caldo con pequefia cantidad de
cultivo, cerrar la tapa fuertemente e incubar a 36 °C £ 1 °C
por 24 h £ 3 h. Las especies de Salmonella spp dan reaccion
alcalina por descarboxilacidn de la lisina (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 reaccién.

c) Deteccion de B8-galactosidasa

Colocar la colonia seleccionada en un tubo conteniendo
0.25 mL de solucién salina, agitar para obtener una
suspension homogénea, adicionar una gota de tolueno vy
agitar. colocar el tubo en un bafo de aguaa 36 °C+ 1 °Cdejar
reposar por aproximadamente 5 min. Adicionar 0.25 mL del
agente de deteccién de la B-galactosidasa (onpg) y mezclar,
colocar nuevamente el tubo en el bafio de agua a 36 °C
1 °Cy dejar por 24 h + 3 h, examinar el tubo a intervalos de
tiempo.
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Un color amarillo es indicativo de reaccidn 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 5 mL del caldo triptona con
una suspensién homogénea de la colonia sospechosa.
Incubara36°C+1°Cpor 24 h+3hdespuésde laincubacion
adicionar de 0.2 mL a 0.3 mL de reactivo de Kovac, sin agitar
y resbalando por las paredes.

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

e) Prueba de vp

Resuspender una asada de la colonia seleccionada en un
tubo estéril conteniendo 3 mL del medio VP. Incubar 36 °C £
1 °C por 24 h + 3 h. Después de la incubacién adicionar dos
gotas de solucién de creatina, tres gotas de solucion a-naftol
y al final dos gotas de solucion de KOH, agitar después de
cada reactivo, una reaccién positiva tiene una coloracidn
roja.

f) Identificacion presuntiva del género Salmonella spp

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

Interpretacion de pruebas bioquimicas

Con los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas se
puede consultar el cuadro 5.1 para identificar a las colonias
sospechosas.
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Cuadro 5.1. Resultados de las distintas pruebas bioquimicas
para la identificacion de Salmonella spp

Cepas de Salmonella
. . S. paratyphi | S. paratyphi
Pruebas S. typhi S. paratyphi A B c Otras cepas
Reaccién %" Reaccién | %° | Reaccion | %¢ | Reaccién | %° | Reaccion | %P
TSI produccion de
acido de + 100 + 100 + + + 100
la glucosa
TSI formacién de
gasdela -d 0 + 100 + + + 92
glucosa
TSI produccién de
acido de - 2 - 100 - - - 1
la lactosa
TSI produccién de
4cido de - 0 - 0 - - - 1
Sacarosa
TSI produccién de
sulfuro de + 97 - 10 + + + 92
hidrogeno
Hidrdlisis de urea - 0 - 0 - - - 1
Descarbo_m_lauon de ) o3 ) 0 + + + o5
la lisina
Reaccién de .
b-galactosidasa ) 0 ) 0 ) ) ) 2
Reaccion Voges- } 0 : 0 ) ) ) 0
Proskauer
Produccién de indol - 0 - 0 - - - 1
2 Ewing, W.h. y Ball, M. M. The biochemical reactions of the genus Salmonella. National
Center for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia, USA, 1996.
b este porcentaje indica que no todas las cepas de Salmonella muestran la reaccion
indicada puede ser mas o menos. Estos porcentajes pueden variar dependiendo de los
serotipos de intoxicacidn alimentaria y su lugar de procedencia.
¢ los porcentajes no han sido encontrados en la literatura.
4 Salmonella typhi es anaerobio.
¢ La Salmonella entérica subespecie arizonae puede ser positiva o negativa a la lactosa,
pero siempre sera b-galactosidasa positiva.

S. diarizonae (ATCC 12325) lactosa positivos, H ,S positivo y  S. abortus equi (ATCC 9842),
lactosa-negativo, H ,S-negativo;o  S.diarizonae  (ATCC29934)lactosa-positivo, H ,S-negativo.

Il. Pruebas seroldgicas

General

La aglutinacién con el antisuero polivalente Poly A-1 & Vi, puede usarse como
resultado confirmatorio de la presencia de Salmonella spp para las cepas probadas
por TSI y LIA, existen cepas que no aglutinan con el polivalente, pero que dan
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reacciones tipicas en TSI y LIA, para estas es necesario
confirmar usando la bateria completa de bioquimicas.

Eliminacion de las cepas autoaglutinables

Deposite una gota de solucion salina en un portaobjetos
perfectamente limpio. Disperse con un asa, parte de la
colonia a probar en la gota, de manera que se obtenga una
suspension homogénea y turbia, rote suavemente la lamina
por 30 s a 60 s, observe el resultado sobre un fondo oscuro,
preferiblemente con la ayuda de una lupa. Si las bacterias
se agrupan en grumos de diferentes tamafios, la cepa se
considera como autoaglutinable, deberan identificarse por
pruebas bioquimicas complementarias y no someterse a la
serotipificacién.

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 solucién salina.

Deteccion de los antigenos Poly A-1 & VI

Empleando una colonia pura no autoaglutinable, proceda,
empleando una gota de la solucidn salina en una ldmina
de vidrio, disperse con el asa hasta obtener una suspension
homogéneay agregue una gota del antisuero O. Si se produce
aglutinacidn, la reaccion se considera positiva del antisuero
O en lugar de la solucidén salina, si se produce aglutinacién, la
reaccion se considera positiva.

Para fines de vigilancia sanitaria, enviar el cultivo al
laboratorio de referencia CCAyAC de la COFEPRIS para su
identificacidn seroldgica o molecular.

Interpretacion de los resultados

El informe de los resultados obtenidos se realiza de la
siguiente manera:

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

c) Placas conagar XLD, ASBy el tercer medio selectivo sin desarrollo y/o
colonias atipicas, informar: Salmonella spp en 25 g: AUSENCIA.

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

e) Para los casos en los que se analiza una pieza de producto reportar
como presencia o ausencia por piezas analizadas.

En el esquema 5.1, se muestra la metodologia para realizar el aislamiento e
identificacion de Salmonella spp.

Esquema 5.1. Pasos para realizar el aislamiento
e identificacion de Salmonella spp
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A continuacion, en el video 5.1, se muestra la técnica para el
aislamiento e identificacion de Salmonella spp.

Método de referencea para o alslamienio
de Salmonala spp. de acuerda con el apandica A
normativo de la Morma Oficial Mexicana
NOM-210-55A1-2014

PRONVEBC T PESMG L3
Tecreacas e FrdDsobmabgia paii Li hastibos o de el i Baasgpes
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https://www.youtube.com/watch?v=fH_rOB1UGPM
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Capitulo 6

Método para la cuenta de

mohos y levaduras en alimento
de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana NOM-111-SSA1-1994

Figueiredo, B. (2019). Coral gris [Fotografia].
Unsplash. https://unsplash.com/es/fotos/coral-gris-X4P6B5dKJ1Y
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Introduccion

Millar, S. (2020). Textil floral blanco y azul [Fotografia].

Unsplash. https://unsplash.com/es/fotos/textil-floral-blanco-y-azul-6tF2unOGK1c

El moho produce uno de los cambios mas visibles de la descomposicion de
alimentos, vive en la materia vegetal o animal y contiene esporas que pueden
ser transportadas por el aire, el agua o los insectos. Muchos mohos son especies
microscépicas del reino fungi, que suelen crecer en formas de filamentos. Los
mohos se encuentran sobre todo en alimentos como la fruta, verdura, pan, quesos
y mermeladas abiertas, pueden diferenciarse en distintos tipos en funcion de
como se comportan.

Los mohos son, igual que las bacterias y las levaduras, un agente causante de
deterioro de alimentos, si las condiciones ambientales son calidas y humedas, el
crecimiento de mohos se ve favorecido a través de las esporas. Aspergillus spp,
Mucor spp o Penicillium spp son algunos de los tipos de mohos mas comunes;
los filamentos que ser forman, las hifas, fabrican enzimas que descomponen las
moléculas mas duras.

Debe tenerse en cuenta que, cuando se aprecian los mohos en un alimento,
significa que esta seriamente afectado en su interior, pero no todos los mohos son
iguales; de la misma manera que unos son perjudiciales y téxicos, otros tienen una
finalidad fundamental en la produccion de alimentos como el queso.

Los mohos perjudiciales aparecen por lo general, en forma de manchas verdes,
negras o rojas, muchos estan provocados por Penicillium digitatum que, en la
cascara de los citricos, aparecen con sus caracteristicas esporas verdeazuladas
gue se desarrolla sobre todo a temperaturas de unos 20 °C y humedad alta y
suele introducirse en la fruta a través de heridas. Este tipo de mohos son grandes
expertos de la reproduccion.

En el caso del que afecta al pan, Rhizopus stolonifer, este se percibe porque
aparecen puntitos negros que se llaman esporangios, es decir, cdpsulas con
esporas.



En el caso particular del pan de caja, los mohos suelen
aparecer si se sobrepasa la fecha de caducidad, motivo
suficiente para no consumirlo. A medida que los mohos
crecen, se forman esporas, pequenas particulas visibles que
le confieren el color verdoso, blanco o grisaceo al alimento.
Esto es sindnimo de que los mohos han penetrado muy en
el interior del alimento, estos alimentos no son aptos para el
consumo.

Para minimizar el crecimiento de este tipo de hongos en los
alimentos, la limpieza es fundamental, esto es la elaboracidn
de los mismos bajo las Buenas Practicas de Manufactura. En
el hogar y en la industria, las esporas pueden acumularse en
la nevera, los utensilios de cocina, el famoso trapo de cocina,
por tanto, es muy importante mantenerlos limpios y secos,
para evitar al méximo el riesgo de contaminacién cruzada.

Algunos mohos son productores de sustancias toxicas, como
las micotoxinas, estas sustancias aparecen sobre todo en
cereales y frutos secos. Segun datos de la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO),
“el 25 % de los cultivos de todo el mundo estan afectados
por las micotoxinas”. En alimentos vegetales, los mohos
pueden formar toxinas de elevada actividad patogénica, por
lo que, si se aprecian las colonias caracteristicas algodonosas
de mohos, los alimentos afectados deberan ser rechazados,
al no ser ya aptos para consumo humano. Algunas de las
principales micotoxinas, metabolitos secundarios producidos
por hongos del género de Aspergillus, Fusarium y Penicillium
son:

e Aflatoxinas: se encuentran sobre todo en
cereales, oleaginosas, algoddn, frutos secos
y productos lacteos, el consumo de granos
o alimentos contaminados afecta al ser vivo
que los consume, como es el caso de ganado
porcino, bovino, ovino y aves. Cuando en un
alimento, se dan las condiciones para que un
hongo productor de aflatoxinas las produzca,
su eliminacién por proceso es dificil, adn
no se ha disefiado un proceso efectivo de
descontaminacion de un alimento contaminado,
las toxinas son estables al calor, lo cual hace que
su eliminacidn sea compleja.



¢ Fumonisinas: presentes en los cereales, chiles
secos y en animales como cerdos.

¢ Ocratoxinas: se detectan en granos de cereales,
café y uvas, también afecta al ganado porcino.

¢ Tricotecenos: afectan al trigo, cebada, avena y
maiz, asi como ganado lechero, aves de corral
y cerdos. Los mohos del género Fusarium, que
suelen estar presentes en el suelo, pueden
producir dos tipos de toxinas, las estrogénicas
(zearalenona y zearalenol) y las no estrogénicas
(tricotecenos y deoxinivalenol), que afectan
sobre todo al maiz y otros cereales.

El control y prevencion de micotoxinas pasa, en la mayoria de
los casos, al fijar las mejores condiciones de almacenamiento
Optimas: buena ventilacion y controles de temperatura y
humedad en el alimento a ser almacenado.

En el caso de alimentos procesados, las Buenas Practicas de
Manufactura durante el proceso de elaboracién, el empleo
de antimicéticos en algunas formulaciones, al igual que
condiciones de almacenamiento recomendadas para el
producto debe tenerse en cuenta que las micotoxinas suelen
crecer en ambientes con temperaturas templadas (entre
los 24 °C y los 28 °C) y una tasa de humedad elevada. En el
ambito doméstico, la prevencion pasa por eliminar el agua
de coccidn de la pasta, por ejemplo, y seguir unas correctas
condiciones de higiene durante la preparacion de alimentos.

Micotoxinas

Las micotoxinas son pequefias moléculas organicas de bajo
peso, bioactivas, derivadas del metabolismo secundario de
numerosas especies de hongos filamentosos, es importante
sefialar que estos compuestos regularmente no son
esenciales para el crecimiento del hongo, pero se hipotetiza
gue en determinadas circunstancias le confieren ventajas al
microorganismo que las secreta, las condiciones para que
estas substancias se produzcan pueden variar, dependiendo
del tipo de sustrato, temperatura, humedad y disposicidn de
nutrientes, pero se sabe que durante la fase de crecimiento
logaritmica tardia es cuando se secretan en mayor cantidad.
Los mohos son capaces de producir mas de una micotoxina, y
algunas micotoxinas son producidas por mas de una especie.



La mayoria de estos compuestos se ingieren en alimentos
como cereales, semillas, frutas, verduras, especias, carne,
leche, jugos e incluso productos fermentados como el vino,
sin que el consumidor pueda notar cambios en el aspecto u
olor de los mismos cuando se encuentran contaminados por
estas moléculas, pues no necesariamente los hongos estaran
presentes o viables en ellos. Los efectos de las micotoxinas
son diversos, algunas actian como inmunosupresores,
carcinogénicos, mutagenos, teratogénicos, otras Ilaman la
atencién por su actividad parecida a la de ciertas hormonas
como los estrégenos.

La concentracion de micotoxinas que consume un individuo
por dia generalmente es baja, el problema radica cuando
estos compuestos suelen acumularse en diferentes
drganos vy tejidos, por lo que las concentraciones que se
pueden alcanzar con el tiempo en el organismo tienden a
ser elevadas, y el dafio se manifiestan después un periodo
prolongado de consumo.

Se han descrito mas de 400 tipos de micotoxinas, sin
embargo, las mas estudiadas son las aflatoxinas, ocratoxinas,
fumonisinas, zearalenona y patulina.

Las aflatoxinas son producidas por Aspergillus flavus y
A. parasiticus, como ya se menciond, son metabolitos
secundarios de estos hongos y presentan una estructura
termoestables, es decir, no se destruyen por aplicaciéon
de calor, se les ha nombrado como B, B, G, y G, por la
fluorescencia que presentan en capa fina de gel (B por blue,
azul en inglés, ya que fluorescen azul bajo la luz ultravioleta)
y G por green (verde en inglés, ya que fluorescen verde bajo
laluz ultravioleta), ademas la M, (M por haber sido detectada
en leche, milk en inglés), conocida como la aflatoxina de la
leche, es un compuesto metabdlico hidroxilado derivado
de la aflatoxina B,. La toxicidad de estos compuestos se ha
relacionado con cédncer hepatico.

En cuanto a las ocratoxinas, las producen sobre todo
Aspergillus ochraceus y Penicillium verrucosum, estas
micotoxinas como otras, se pueden encontrar de forma



abundante en diversidad de alimentos, porlo que el consumo
por animales y personas es frecuente, este compuesto
se conoce por su capacidad cancerigena, inmunotoxica,
neurotoxica y de forma particular por ser altamente
nefrotdxica.

Las fumonisinas son secretadas por varias especies de
Fusarium, como F. verticillioides, F. proliferatum, también las
produce Aspergillus nigri, regularmente se han detectado en
maiz y otros granos como el trigo, centeno, arroz, cebada,
asi como las harinas elaboradas a partir de estos. Se conocen
mas de quince homodlogos de fumonisinas caracterizadas
como A, B, Cy P, siendo las fumonisinas B, las mas toxicas.

La patulina es una micotoxina producida por especies
de los géneros Penicillium, Aspergillus, Byssochlamys y
especialmente por la especie P. expansum. Dentro de los
efectos que la patulina produce esta su capacidad mutagena,
neurotdxica, inmunotdxica, genotdxica, ademas de que
ocasiona problemas gastrointestinales.

La contaminacion por micotoxinas en los alimentos, es un
problema de salud publica que no debe ser subestimado,
se requiere atender las recomendaciones de los organismos
internacionales que se encargan de regular y estandarizar los
limites maximos permisibles para cada tipo de micotoxinas,
asi como apegarse a los protocolos o metodologias para su
deteccidn enlos alimentos destinados para consumo humano
y animal, lo cual puede consultarse en la regulacidn vigente
en la Norma general para los contaminantes y las toxinas
presentes en los alimentos y piensos contenido en el Codex
Alimentarius de la Organizacidn de las Naciones Unidas para
la Alimentacion y la Agricultura. En México, su contenido
en alimentos como cereales, semillas y leche esta normado
en las Normas Oficiales Mexicanas correspondientes y en la
Norma Mexicana de nuez pecanera:

e NOM-247-SSA1-2008, Productos y servicios.
Cereales y sus productos. Cereales, harinas
de cereales, sémolas o semolinas. Alimentos
a base de: cereales, semillas comestibles, de
harinas, sémolas o semolinas o sus mezclas.
Productos de panificacién. Disposiciones y
especificaciones sanitarias y nutrimentales.
Métodos de prueba.
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e NOM-243-SSA1-2010, Productos y servicios.
Leche, formula lactea, producto lacteo
combinado y derivados lacteos. Disposiciones y
especificaciones sanitarias. Métodos de prueba.

e NMX-FF-093-SCFI-2011 Productos alimenticios
no industrializados para consumo humano —
nuez pecanera [Carya illinoensis, (Wangenh) K.
Koch] sin cascara — Especificaciones y métodos
de prueba (CANCELA A LA NMX-FF-093-1996-
SCFI).

Fundamento de acuerdo a la NOM-111-SSA1-1994

El método de cuantificacion de mohos y levaduras en
alimentos se basa en inocular una cantidad conocida de
muestra de prueba en un medio selectivo especifico,
acidificado a un pH 3,5 e incubado a una temperatura de
25 + 1 °C, dando como resultado el crecimiento de colonias
caracteristicas para este tipo de microorganismos (imagen
6.1).

Imagen 6.1 Agar dextrosa papa



Materiales, reactivos y equipos medios de cultivo

Agar dextrosa papa
Agua peptonada
Acido tartdrico al 10 %

Nota: la preparacion de los medios se puede consultar en la NOM-111-SSA1-1994, Bienes y Servicios.

Método para la cuenta de mohos y levaduras en alimento.

Materiales

Pipetas 10 mL

Pipetas 1 mL

Pipetas 2 mL

Cajas de Petri de 90 0 100 mm de didmetro
x 15 mm de espesor

Frascos de vidrio de 250 mL con tapdn de
rosca

Tubos de 16 x 150 mm con tapdn de rosca
Cuchillos

Pinzas

Tijeras

Cucharas

Espatula

Aparatos

Horno que alcance los 170 °C

Incubadora 25 °C

Autoclave

Bafio Maria que alcance los 45 °C

Contador de colonias de campo oscuro, placa
de cristal cuadriculada y lente amplificador
Registrador mecanico o electréonico
Microscopio 6ptico

Potenciometro con escala minima de 0.1
unidades de pH a 25 °C

Licuadora de alimentos

En el diagrama 6.1, se muestra los pasos a seguir, para el aislamiento de mohos y levaduras, después
del diagrama, se detalla la técnica a seguir.
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Diagrama 6.1. aislamiento de mohos y levaduras

Werer de 1% 3 20 ml de agar pagpa
chent rosa acdificado

FEITVIE G i e
(= S ERL R e Figes Tl

I. Preparacion de la muestra

La preparacién de la muestra debe ser de acuerdo con lo establecido en la NOM-
110-SSA1-1994. Preparacion y Dilucion de Muestras de Alimentos para su Analisis
Microbioldgico (Anexo 6.1).

Procedimiento

e Colocar por duplicado en cajas Petri 1 mL de la diluciéon primaria,
utilizando para tal propdsito una pipeta estéril o punta de pipeta
volumétrica estéril (imagen 6.2).
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Imagen 6.2 Pipetas de vidrio estériles

Repetir el procedimiento tantas veces como diluciones decimales se
requiera sembrar, utilizando una pipeta estéril diferente para cada
dilucion. Normalmente se preparan tres o cuatro diluciones (10%,
102,103, 10*).

Verter de 15 a 20 mL de agar papa dextrosa acidificado, (cantidad
suficiente de agar para cubrir la caja Petri y que esta tenga
aproximadamente 0.5 cm de profundidad) el agar debe estar fundido
y mantenerse a 45 £ 1 °C en un bafio de agua, se debe realizar en un
ambiente estéril, para evitar que el medio de cultivo se contamine;
después de verter el medio, tapar la caja Petri. El tiempo transcurrido
entre la preparacion de la dilucidn primaria y el momento en que es
vertido el medio de cultivo, no debe exceder de 20 minutos (para
evitar que el medio de cultivo se solidifique en el matraz Erlenmeyer).

Mezclar cuidadosamente el medio en la caja Petri, con seis
movimientos de derecha a izquierda, seis en el sentido de las
manecillas del reloj, seis en el sentido contrario y seis de atras para
adelante, sobre una superficie lisa, esto se realiza con el objeto de
que el grosor en la caja Petri, sea homogéneo en la caja. Permitir
gue la mezcla se solidifique dejando las cajas Petri reposar sobre una
superficie horizontal fria.

Preparar una caja control con 15 mL de medio, para verificar la
esterilidad.
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e Una vez solidificado el medio de cultivo en las cajas Petri, invertirlas
y colocarlas en la incubadoraa 25 + 1 °C.

e Contar las colonias de cada placa después de tres, cuatro y cinco dias
de incubacién. Después de cinco dias, seleccionar aquellas placas que
contengan entre 10 y 150 colonias. Si alguna parte de la caja muestra
crecimiento extendido de mohos o si es dificil contar colonias bien
aisladas, considerar los conteos de cuatro dias de incubacién y aun
de tres dias. En este caso, informar el periodo de incubaciéon de tres
o cuatro dias en los resultados del andlisis (imagen 6.3).

Imagen 6.3 Colonias de levaduras después de 5 dias de incubacion

e Si es necesario, cuando la morfologia colonial no sea suficiente,
examinar microscopicamente para distinguir las colonias de levaduras
y mohos de las bacterias (imagen 6.4).

Imagen 6.4 Levaduras tefiidas con tincion de Gram
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En el esquema 6.1 se muestra la secuencia correspondiente al método para la

cuenta de mohos y levaduras en alimentos.

Esquema 6.1 cuenta de mohos y levaduras en alimento
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Il. Expresion de resultados

Calculo del método

Considerar las cuentas de placas con 10 a 150 colonias como las adecuadas para
el informe. Multiplicar por el inverso de la dilucién, tomando en consideracion los
criterios de la NOM-092-SSA1-1994. Método para la Cuenta de Bacterias Aerobias
en Placa, para la expresion de resultados (Anexo 6.2).
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Informar:

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

Unidades formadoras de colonias por gramo
o mililitro (UFC/g o mL) de levaduras en agar
papa-dextrosa acidificado, incubadas a 25 +
1 °C durante cinco dias.

Anexo 6.1

Preparacién de la muestra de acuerdo con lo establecido en
la NOM-110-SSA1-1994. Preparacion y Dilucion de Muestras
de Alimentos para su Analisis Microbiolégico.

I. Preparacion de la dilucion primaria

1. A partir de muestras liquidas

Para muestras liquidas no viscosas (agua, leche,
refrescos, etc.) en las cuales la distribucidon de
microorganismos es homogénea o facilmente
homogeneizable por medios mecdnicos
(agitacion, etc.).

Para muestras congeladas de un alimento
originalmente liquido o licuable, fundir por
completo en bafio de agua de 40 °C a 45 °C un
tiempo maximo de 15 minutos y homogeneizar
agitando vigorosamente.

Paralaparteliquida de unamuestra heterogénea
la cual sea considerada suficientemente
representativa de la muestra total (por ejemplo,
la fase acuosa de grasas animales y vegetales).



e Agitar la muestra manualmente con 25
movimientos de arriba a abajo en un arco de 30
cm efectuados en un tiempo de siete segundos.
Tomar 1 mL de la muestra y diluir con 9 mL
del diluyente el cual debe encontrarse a una
temperatura similar a esta, evitando el contacto
entre la pipeta y el diluyente.

e Siempre que la cantidad de muestra lo permita,
tomar alicuotas mayores, por ejemplo,
volumenes de 10 u 11 mlL, diluidos con 90
u 89 mL, de la misma forma que se describio
anteriormente.

Cuando la dilucién primaria es muy viscosa o pegajosa,
adicionar mas diluyente, lo cual debe tomarse en cuenta para
las operaciones subsecuentes o expresion de resultados, ya
gue se esta diluyendo la muestra y el no considerarlo, dara
un dato equivocado de la cuenta de microorganismos).

El homogeneizador peristaltico (Stomacher) puede no ser
adecuado para algunos productos (por ejemplo, aquellos
con particulas agudas o constituyentes que no se dispersen
facilmente). Debe ser utilizado solo cuando exista evidencia
(publicada o por ensayos comparativos) de que los resultados
obtenidos no difieren significativamente con aquellos
obtenidos con licuadora.

Il. Preparacion de las diluciones

e Transferir 1 mL o un multiplo, por ejemplo, 10
u 11 mL de la dilucién primaria 1 + 9 (10-1),
en otro recipiente conteniendo nueve veces el
volumen del diluyente estéril a la temperatura
apropiada, evitando el contacto entre la pipeta
y el diluyente.

e Mezclar cuidadosamente cada botella de
diluyente siempre de la misma manera que
se describe en inciso a) del apartado de la
preparacién de la dilucion primaria a partir de
muestras liquidas del anexo 1.



e La seleccidon de las diluciones que se vayan
a preparar y de aquellas que se van a
inocular, dependen del nimero esperado de
microorganismos en la muestra, con base
en los resultados de analisis previos y de la
informacion que se obtenga del personal de
inspeccidon que la haya colectado. En ausencia
total de informacidn, trabajar con las diluciones
de la primera a la sexta.

e Utilizar pipetas diferentes para cada dilucion
inoculando simultdneamente las cajas que
se hayan seleccionado. El volumen que se
transfiera nunca debe ser menor al 10 % de la
capacidad total de la pipeta.

e Si la pipeta es terminal y se transfiere un
volumen de liquido equivalente a su capacidad
total, escurrir aplicando la punta de la pipeta
una sola vez en un drea de la caja Petri sin
liquido.

e Mientras se afora el liquido de la pipeta, la
punta debe apoyarse en el interior del cuello del
frasco y mantenerla en posicidn vertical, para lo
cual este ultimo debe inclinarse lo necesario.

En estudios donde se busca la presencia o ausencia de una
determinada especie de microorganismosen 0.1 mLo0 0.1 g,
no es necesario preparar diluciones mayores.

El criterio para seleccionar las diluciones a preparar de
acuerdo con el nimero de microorganismos esperado es:

e Paralatécnica del nUmero mas probable utilizar
tres tubos: donde sea posible demostrar el
microorganismo en 10 mL de la dilucion mas
alta.

e Para la técnica de cuenta en placa, considerar



aquellas en las que se puedan contar de 25 a 250 colonias en un
minimo de una de tres diluciones en el método de cuenta de bacterias
aerobias en placa. En el caso de otros grupos microbianos, considerar
el niumero especificado de colonias en la Norma Oficial Mexicana
correspondiente.

lll. Duracion del procedimiento
En general, las diluciones de la muestra deben ser preparadas inmediatamente
antes del analisis y deben ser usadas para inocular el medio de cultivo dentro de
los 20 minutos posteriores a su preparacion.

En el esquema 6.2, se muestra la secuencia correspondiente a la preparacién de
muestras liquidas para su posterior analisis microbioldgico, dicho procedimiento
esta basado en la NOM-110-SSA1-1994. Bienes y servicios. Preparacion y dilucién
de muestras de alimentos para su analisis microbiolégico.

Esquema 6.2. Preparacion de muestras liquidas
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En el esquema 6.3, se muestra la secuencia correspondiente a la preparacion
de muestras sélidas o semisdlidas para su posterior analisis microbiolégico,
dicho procedimiento esta basado en la NOM-110-SSA1-1994. Bienes y servicios.
Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para su analisis microbioldgico.

Esquema 6.3. Preparacion de muestras solidas o semisdlidas
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Anexo 6.2

Cilculo del método con base en los criterios de la NOM-092-SSA1-1994. Método
para la Cuenta de Bacterias Aerobias en Placa, para la expresién de resultados,
este conteo también se realiza para mohos y levaduras.
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Expresion de resultados

I. Calculo del método
Después de la incubacién, contar las placas que se encuentren en el intervalo de
25 a 250 colonias, usando el contador de colonias y el registrador. Las placas de
al menos una de tres diluciones deben estar en el intervalo de 25 a 250. Cuando
solo una dilucion estd en el intervalo apropiado, (ejemplo 1), calcular la cuenta
promedio por gramo o mililitro de dicha dilucién y reportar.

EJEMPLO COLONIAS CONTADAS UFC/g o mL
NUMERO 1:100 1:1000 1:10000
1 >250 a 178 16 180 000
>250 190 17

a Cuenta por arriba de 250 colonias.

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

EJEMPLO COLONIAS CONTADAS UFC/gomL
NUMERO 1:100 1:1000 1:10000
2 >250 220 25 250 000
238 28

Con el fin de uniformar los criterios para el reporte de las cuentas en ensayos donde
las placas presenten situaciones no contempladas en los ejemplos anteriores, se
presentan las siguientes guias:

Placas con menos de 25 colonias. - Cuando las placas corridas para la
menor dilucion muestran cuentas de menos de 25 colonias, contar
el niumero de colonias presentes en dicha dilucién, promediar el
numero de colonias y multiplicar por el factor de dilucién para
obtener el valor estimado de cuenta en placa. Aclarar en su informe
esta situacién agregando la leyenda “valor estimado”, (ejemplo 3).

EJEMPLO COLONIAS CONTADAS UFC/g o mL
NUMERO 1:100 1:1000 1:10000
3 18 2 0 1600 b
14 0 0

b Debe aclararse “valor estimado” por encontrarse los valores fuera del intervalo de 25 a 250.

Placas con mds de 250 colonias. - Cuando el nimero de colonias
por placa exceda de 250, contar las colonias en aquellas porciones
de la placa que sean representativas de la distribucién de colonias.

11



Contar, por ejemplo, una cuarta parte o una mitad del drea de la
caja y multiplicar el valor obtenido por 4 o 2, respectivamente. Si
solamente pueden contarse algunos cuadros, considerar que el
fondo de una caja Petri de 100 mm de didmetro contiene 65 cuadros
de la cuadricula del contador. Aclarar en el informe esta situacidn
agregando la leyenda “valor estimado”, (ejemplo 4).

EJEMPLO COLONIAS CONTADAS UFC/gomL
NUMERO 1:100 1:1000 1:10000
4 >250 >250 512 5000000 b
>250 >250 495
>250 240 32 290 000

b Debe aclararse “valor estimado” por encontrarse los valores fuera del intervalo de 25 a 250.

Colonias extendidas. - Las colonias extendidas pueden presentarse en las siguientes

formas:

b)

c)

Cadenas de colonias no separadas claramente entre si, que parecen
ser causadas por la desintegracién de un cumulo de bacterias.

Colonias que se desarrollan en pelicula entre el agar y el fondo de la
caja.

Colonias que se desarrollan en pelicula en la orilla de la caja sobre la
superficie del agar.

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

Cuando es necesario contar en cajas que contienen colonias
extendidas que no estan incluidas en el punto 10 contar cualquiera de
los tipos a), b) o c), como provenientes de una sola fuente. En el caso
de las colonias del tipo a), si la caja contiene una sola cadena, contar
como una sola colonia; si la caja contiene varias cadenas que parecen
originarse de fuentes separadas, contar cada cadena como colonia
individual. No contar cada colonia de la cadena individualmente.
Las colonias del tipo b) y c) generalmente se observan como
crecimiento diferenciable de otras colonias y se cuentan como tales.
Los crecimientos tipo d), reportarlos como crecimiento extendido.
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En caso de que una dilucién se encuentre dentro del rango y otra
dilucién presente colonias de crecimiento extendido, reportar la
dilucion en la que se pueden contar las colonias, (ejemplo 5).

EJEMPLO COLONIAS CONTADAS UFC/g o mL
NUMERO 1:100 1:1000 1:10000
5 >250 235 Crecimiento
extendido

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

EJEMPLO COLONIAS CONTADAS UFC/gomL
NUMERO 1:100 1:1000 1:10000
6 0 0 0 <100 c

¢ Debe informarse de acuerdo a la menor dilucién ensayada y contada, en este caso 1:100.

Placas corridas por duplicado, una con crecimiento dentro del intervalo adecuado
y otra con mds de 250 colonias. - Cuando una placa tiene entre 25 y 250 colonias
y su duplicado mds de 250 colonias, contar ambas placas incluyendo la que esta
fuera del intervalo para determinar la cuenta en placa, (ejemplo 7).

EJEMPLO COLONIAS CONTADAS UFC/g o mL
NUMERO 1:100 1:1000 1:10000
7 >250 240 24 250 000
>250 268 19

Placas corridas por duplicado, una placa de cada dilucién dentro del intervalo de
25 a 250 colonias. - Cuando una placa dentro de diferentes diluciones contiene el
numero de colonias especificadas en el intervalo, contar el nimero de colonias de
las cuatro placas para calcular la cuenta en placa, (ejemplo 8).

EJEMPLO COLONIAS CONTADAS UFC/g o mL
NUMERO 1:100 1:1000 1:10000
8 >250 216 23 280 000
>250 262 42
N 4

Placas corridas por duplicado, ambas placas de una dilucién dentro del intervalo
de 25 a 250 y solo una de la otra dilucidn dentro del mismo. Contar las cuatro
cajas incluyendo aquella con menos de 25 o mds de 250 colonias, para calcular la
cuenta en placa, (ejemplo 9).
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EJEMPLO COLONIAS CONTADAS UFC/g o mL
NUMERO 1:100 1:1000 1:10000
9 >250 215 20 230 000
>250 235 26
——

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

(Por ejemplo: 2417 a 2400).

En el cuadro 6.1 se muestra el calculo de los valores de la cuenta en placa.

Cuadro 6.1 Cdlculo de los valores de la cuenta en placa

CALCULO DE LOS VALORES DE LA CUENTA EN PLACA
(ENSAYOS POR DUPLICADO)
EJEMPLO COLONIAS CONTADAS UFC/g o mL
NUMERO 1:100 1:1000 1:10000

1 >250a 178 16 180 000
>250 190 17

2 >250 220 25 250 000

238 28
3 18 2 0 1600b
14 0 0

4 >250 >250 512 5 000 000b
>250 >250 495
>250 240 32 290 000

5 >250 235 Crecimiento

extendido

6 0 0 0 <100c

7 >250 240 24 250 000
>250 268 19

8 >250 216 23 280 000
>250 262 42

9 >250 215 20 230000
>250 235 26

10 >250 275 32 270000
>250 225 26

a Cuenta por arriba de 250 colonias.
b Debe aclararse “valor estimado” por encontrarse los valores fuera del

intervalo de 25 a 250.
¢ Debe informarse de acuerdo con la menor dilucién ensayada y contada,
en este caso 1:100.
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A continuacién, en el video 6.1 se muestra la técnica para el
aislamiento e identificacién de mohos y levaduras

Meétodo para la cuenta de mohos y levaduras en |
alimento de acuerdo con la Norme Oficeal Mexicana
MNOM-111-S5A1-1504
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https://www.youtube.com/watch?v=WEwwJNUKMs4
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Capitulo 7

Método para la cuenta de
microorganismos coliformes
totales en placa de acuerdo
con la Norma Oficial Mexicana
NOM-113-SSA1-1994, bienes y
servicios

Freepik. (s.f.). Close up hands holding petri dish [Fotografia].
https://www.freepik.com/free-photo/close-up-hands-holding-
petri-dish_12892371.htm



Introduccion

El grupo de los microorganismos coliformes es el mas utilizado en la microbiologia
de los alimentos como indicador de practicas higiénicas inadecuadas. El uso de los
coliformes como indicador sanitario puede aplicarse para:

e La deteccidn de practicas sanitarias deficientes en el manejo y en la
fabricacion de los alimentos.

e Laevaluacion de la calidad microbioldgica de un producto, aunque su
presencia no necesariamente implica un riesgo sanitario.

e Evaluacion de la eficiencia de practicas sanitarias e higiénicas del
equipo.

¢ La calidad sanitaria del agua y hielo utilizados en las diferentes areas
del procesamiento de alimentos.

La demostracién y la cuenta de microorganismos coliformes, puede realizarse
mediante el empleo de medios de cultivos liquidos o sélidos con caracteristicas
selectivas o diferenciales.

This is Engineering RAEng. (2020). Disco de vinilo azul y negro [Fotografia].

Unsplash. https://unsplash.com/es/fotos/disco-de-vinilo-azul-y-negro-bcqDxjddPGk

Fundamento

El método permite determinar el nimero de microorganismos coliformes
presentes en una muestra, utilizando un medio selectivo (agar rojo violeta bilis)
en el que se desarrollan bacterias a 35 °C en aproximadamente 24 h, dando como
resultado la produccién de gas y dcidos organicos, los cuales viran el indicador de
pH y precipitan las sales biliares.
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Reactivos y materiales

Solucién reguladora de fosfatos (solucion concentrada)

Agua peptonada
Medio de cultivo

Agar-rojo-violeta-bilis-lactosa (RVBA)

Nota: La preparacion de los medios se puede consultar en la NOM-113-SSA1-1994, bienes y servicios.

Método para la cuenta de microorganismos coliformes totales en placa.

Materiales

Pipetas bacterioldgicas para distribuir 10 y 1 mL (o

si es necesario de 11y 2 mL), con tapdn de algoddn.

Las pipetas pueden ser graduadas en volumenes

iguales a una décima de su volumen total.

Frascos de vidrio de 250 mL con tapdn de rosca.

Tubos de 16 x 150 mm con tapon de rosca.

Utensilios esterilizables para la obtencidon de

muestras: cuchillos, pinzas, tijeras, cucharas y

espatulas.

Cajas Petri de 90 mm o 100 mm de didmetro x 15

mm de espesor.

Todo el material e instrumentos que tengan contacto

con las muestras bajo estudio debe esterilizarse

empleando:

® Horno, durante2 ha170-175°C,01 ha 180 °C

e Autoclave, durante 15 minutos, como minimo a
121+1,0°C.

Importante: Todo el material de sembrado

que se emplee debe estar estéril.

El material de vidrio puede sustituirse
por material desechable que cumpla con
las especificaciones deseadas. No debe
usarse material de vidrio dafiado por las
esterilizaciones repetidas y este debe ser
quimicamente inerte, es decir, las pipetas
deben estar integras y libres de cualquier
dafio que provoque que los volumenes no
sean medidos correctamente (por ejemplo,

puntas dafiadas).

Aparatos e instrumentos

Horno para esterilizar que alcance una temperatura
minima de 170 °C o autoclave con termdémetro y
mandmetro, calibrada con termémetro de maximas
y minimas.

Bafio de agua con control de temperatura y circulacion
mecanica, provista con termdémetro calibrado con
divisiones de 0.1 °C y que mantenga la temperatura
a45+1.0°C.

Licuadora de una o dos velocidades controladas por
un reostato o bien un homogeneizador peristaltico
(Stomacher).

Vasos para licuadora con tapa esterilizables o bolsas
estériles para homogeneizador peristaltico.
Incubadora que funcione correctamente en
temperaturas de entre 10 °C y 50 °C con termostato
gue evite variaciones mayores de * 1 °C, provista con
termémetro calibrado.

Contador de colonias de campo oscuro, con luz
adecuada, placa de cristal cuadriculada y

lente amplificador.

Registrador mecanico o electrdnico.

Microscopio optico.

Potenciometro con una escala minima de 0,1 unidades
de pH a 25 °C.
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Mat Napo, M. (2021). Mujer con camisa
blanca sosteniendo un juguete de pldstico azul
y blanco [Fotografia]. Unsplash.
https://unsplash.com/es/fotos/mujer-con-
camisa-blanca-sosteniendo-un-juguete-de-
plastico-azul-y-blanco-At-LUvX6Eto

En el diagrama 7.1 se, muestran los pasos a seguir, para la determinacion de la
presencia de Cuenta de Microorganismos Coliformes Totales en placa en alimentos
Después del diagrama, se detalla la técnica a seguir.

Diagrama 7.1. Cuenta de microorganismos coliformes totales en placa
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La preparacién de la muestra debe ser de acuerdo con
lo establecido en la NOM-110-SSA1-1994 “Preparacidn
y Dilucién de Muestras de Alimentos para su Andlisis
Microbioldgico”, que se realiza de la siguiente manera:

1. Preparacion de la dilucion primaria a
partir de muestras solidas o semisdlidas

e Las muestras sdlidas y semisdlidas congeladas
deben descongelarse en refrigeracion de 4 a
8 °C durante 18 horas y no mas de 24 horas
antes de proceder a su analisis.

e Pesar una cantidad de 10 u 11 g de la muestra
por analizar en un recipiente o bolsa plastica
estériles de tamafio adecuado.

e Adicionar un volumen de 90 a 99 ml del
diluyente llevado a una temperatura similar a la
de la muestra.

e Operar la licuadora o el homogeneizador
peristaltico de 1 a 2 minutos hasta obtener una
suspension completa y homogénea segin se
indique en la técnica correspondiente para cada
alimento. Aun en los equipos mas lentos, este
tiempo no debe exceder de 2.5 minutos.

e Permitir que las particulas grandes se
sedimenten, y transferir la cantidad deseada
tomando de las capas superiores de la
suspension.

e Cuando la diluciéon primaria es muy viscosa
0 pegajosa, adicionar mas diluyente, lo cual
debe tomarse en cuenta para las operaciones
subsecuentes o expresion de resultados.

El homogeneizador peristaltico (Stomacher) puede no ser
adecuado para algunos productos (por ejemplo, aquellos
con particulas agudas o constituyentes que no se dispersen
facilmente). Debe ser utilizado solo cuando exista evidencia
(publicada o por ensayos comparativos) de que los resultados
obtenidos no difieren significativamente con aquellos
obtenidos con licuadora.



2. Preparacion de las diluciones decimales
adicionales

e Transferir 1 ml o un multiplo, por ejemplo, 10
u 11 mL de la dilucién primaria 1 + 9 (10°1), en
otro recipiente conteniendo nueve veces el
volumen del diluyente estéril a la temperatura
apropiada, evitando el contacto entre la pipeta
y el diluyente.

e Mezclar cuidadosamente cada botella de
diluyente siempre de la misma manera: agitar la
muestra manualmente con 25 movimientos de
arriba a abajo en un arco de 30 cm efectuados
en un tiempo de 7 segundos. Tomar 1 mL de la
muestra y diluir con 9 ml del diluyente el cual
debe encontrarse a una temperatura similar a
esta, evitando el contacto entre la pipeta y el
diluyente.

e La seleccidon de las diluciones que se vayan
a preparar y de aquellas que se van a
inocular, dependen del nimero esperado de
microorganismos en la muestra, con base en los
resultados de analisis previos, de la informacion
gue se obtenga del personal de inspeccién que
la haya colectado y se puede tomar en cuenta
el valor del limite maximo permisible de la
normatividad vigente. En ausencia total de
informacion, trabajar con las diluciones de la
primera a la sexta.

e Utilizar pipetas diferentes para cada dilucién
inoculando simultdneamente las cajas que
se hayan seleccionado. El volumen que se
transfiera nunca debe ser menor al 10 % de la
capacidad total de la pipeta, el significado es
una velocidad rapida de trabajo y no detenerse
en medir con exactamente el volumen indicado.

e Si la pipeta es terminal y se transfiere un
volumen de liquido equivalente a su capacidad
total, escurrir aplicando la punta de la pipeta
una sola vez en un area de la caja Petri sin
liquido.



Mientras se afora el liquido de la pipeta, la
punta de esta debe apoyarse en el interior
del cuello del frasco y mantenerla en posicidn
vertical, para lo cual este ultimo debe inclinarse
lo necesario.

En estudios donde se busca la presencia o
ausencia de una determinada especie de
microorganismos en 0,1 ml o 0,1 g, no es
necesario preparar diluciones mayores.

El criterio para seleccionar las diluciones
a preparar de acuerdo con el numero de
microorganismos esperados es:

a. Para la técnica del nimero mds probable
utilizar tres tubos: donde sea posible
demostrar el microorganismo en 10 ml de
la dilucidn mas alta.

b. Paralatécnicadecuentaenplaca,considerar
aquellas en las que se puedan contar de
25 a 250 colonias en un minimo de una
de tres diluciones en el método de cuenta
de bacterias aerobias en placa. En el caso
de otros grupos microbianos, considerar
el nimero especificado de colonias en la
Norma Oficial Mexicana correspondiente.
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En el esquema 7.1, se muestra la secuencia correspondiente a la preparacion de
muestras liquidas para su posterior analisis microbioldgico, dicho procedimiento
esta basado en la NOM-110-SSA1-1994. Bienes y servicios. Preparacion y dilucién
de muestras de alimentos para su analisis microbiolégico.

Esquema 7.1. Preparacion de muestras liquidas

Bl o e s SRR

Forwli [ faio® gl oo M S s i &

Ry revupeiedy fe e e AT S s Tk D e g B it e B s
[ A e

l it
o .

P oy ae i ol mRaE TR Rasarsiome (L]
e s wyresm el g cmewia ks I —

Tomwar | vl 3¢ k& emets § dias oon 'l
LT e——

R PN Tl e L e ok

Tenlers 1w, dba el s i ria .?-hrlnm'-;j-i LTy o



COLIFORMES EN PLACA

En el esquema 7.2, se muestra la secuencia correspondiente a la preparacion
de muestras solidas o semisdlidas para su posterior analisis microbioldgico,
dicho procedimiento estd basado en la NOM-110-SSA1-1994. Bienes y servicios.
Preparacién y dilucién de muestras de alimentos para su analisis microbiolégico.

Esquema 7.2. Preparacion de muestras sdlidas o semisdlidas
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3. Duracion del procedimiento

En general, las diluciones de la muestra deben ser preparadas inmediatamente
antes del andlisis y éstas deben ser usadas para inocular el medio de cultivo dentro
de los 20 minutos posteriores a su preparacion.
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4.Procedimiento para servir las placas

Colocar en cajas Petri por duplicado 1 mL de la muestra liquida
directa o de la dilucidon primaria, utilizando para tal propdsito una
pipeta estéril.

Repetir el procedimiento tantas veces como diluciones decimales se
requiera sembrar, utilizando una pipeta estéril diferente para cada
dilucion.

Verter de 15 a 20 mL del medio RVBA fundido y mantenido a 45 °C
1,0 °Cen bafio de agua. En el caso de utilizar cajas de Petri de plastico
se vierte de 10 a 15 mL del medio. El tiempo transcurrido entre la
preparaciéon de la dilucidn primaria y el momento en que se vierte el
medio de cultivo, no debe exceder de 20 minutos (imagen 7.1).

—

Imagen 7.1 Agar-rojo- violeta-bilis-lactosa (RVBA)

Mezclar cuidadosamente el indculo con el medio con seis
movimientos de derecha a izquierda, seis movimientos en el sentido
de las manecillas del reloj, seis movimientos en el sentido contrario
al de las manecillas del reloj y seis de atrds para adelante, sobre una
superficie lisa y nivelada. Permitir que la mezcla solidifique dejando
las cajas Petri reposar sobre una superficie horizontal fria.

Preparar una caja control con 15 mL de medio para verificar la
esterilidad.

Después de que esta el medio completamente solidificado en la caja,
verter aproximadamente 4 mL del medio RVBA a 45+ 1.0 °Cen la
superficie del medio inoculado. Dejar que solidifique.
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e Invertir las placas y colocarlas en la incubadora a 35 °C, durante 24 +
2 horas.

e Después del periodo especificado para la incubacién, contar las
colonias con el contador de colonias.

e Seleccionar las placas que contengan entre 15 y 150 colonias. Las
colonias tipicas son de color rojo oscuro, generalmente se encuentran
rodeadas de un halo de precipitacién debido a las sales biliares, el
cual es de color rojo claro o rosa, la morfologia colonial es semejante
a lentes biconvexos con un didmetro de 0.5 a 2.0 mm (imagen 7.2).

Imagen 7.2 Colonias tipicas de coliformes en agar RVBA

En el esquema 7.3, se muestra la secuencia correspondiente al método para la
cuenta de microorganismos coliformes totales en placa.
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Esquema 7.3. Método para la cuenta de microorganismos coliformes totales en placa
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Il. Expresion de los resultados
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1. Calculo del método
Placas que contienen entre 15 y 150 colonias caracteristicas

e Separar las placas que contienen el nimero antes mencionado de
colonias caracteristicas en dos diluciones consecutivas.

e Contar las colonias presentes.

e Calcular el numero de coliformes por mililitro o por gramo de
producto, multiplicando el nimero de colonias por el inverso de
la dilucién correspondiente, tomando los criterios de la NOM-092-
SSA1-1994. Método para la Cuenta de Bacterias Aerobias en Placa.
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Placas que contienen menos de 15 colonias
caracteristicas

Si cada una de las placas tiene menos de 15 colonias
caracteristicas, reportar el nimero obtenido seguido de la
dilucion correspondiente.

Placas con colonias no caracteristicas

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

Informar: UFC/g o mL en placa de agar rojo violeta bilis,
incubados a 35 °C durante 24 + 2 h. En caso de emplear
diluciones y no observar crecimiento, informar utilizando
como referencia la dilucion mas baja utilizada, por ejemplo,
dilucion 10-1. En caso de no observar crecimiento en la
muestra sin diluir se informa: “no desarrollo de coliformes
por mL”.

Ejemplo para realizar el calculo

Dilucién en donde se obtuvieron entre 15 y 150 colonias:
DILUCION 10°

Se realizaron diluciones por duplicado, obteniendo en cada
caja:

Caja 1: 134 UFC

Caja 2: 126 UFC

134 + 126= 260
260/2=130

130 UFC por el factor de dilucién (1x10-6) = 130 000 000
(agregar 6 ceros)

130 000 000 unidades formadoras de colonias por gramo
(UFC/g) en placa de agar rojo violeta bilis, incubados a 35 °C
durante 24 + 2 h.
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A continuacion, en el video 7.1, se muestra la técnica para la
cuenta de microorganismos coliformes totales en placa.

Mejodo para la cuenta de microorganismaos |,:
coliformes totales en placa de acuerdo ,

con la Norma Ofceal Mexicana

NOM-113-55A1-1904

PRCHECT: FEROG2 120
Técracas o micoteciopla pata L ke Boaasn die beberun y Bongos
iy bechel f ploadusneg Heiteas de acuserds coe e MOR 143554 1-30 0

https://www.youtube.com/watch?v=D7EKLmEIleDk
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Capitulo 8

Método aprobado para la estimacion
de la densidad de coliformes totales,
fecales y E. coli por la técnica del nmp
presentes en muestras de alimentos
para consumo humano y agua, de
acuerdo con el Apéndice h normativo
de la norma oficial mexicana NOM-
210-SSA1-2014, productos y servicios.
Métodos de prueba microbiologicos.
Determinacion de microorganismos
indicadores. Determinacion de

Eckert, A. (2013). Extended-spectrum f3-lactamase-producing
(ESBLs) Enterobacteriaceae [llustracion].

Public Health Image Library (PHIL). https://phil.cdc.gov/
Details.aspx?pid=16869



Introduccion

Este método es aplicable para la estimacion de la densidad
de coliformes totales, coliformes fecales y Escherichia coli
(E. coli) por la técnica del NMP presentes en muestras de
alimentos para consumo humano y agua.

Este método es aplicable para la deteccidon de coliformes
fecales y E. coli, especialmente en productos que se
encuentran en bajas concentraciones de microorganismos.

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

El principio de la técnica se basa en la dilucidn de la muestra
en tubos multiples, de tal forma que todos los tubos de la
menor dilucién sean positivos y todos los tubos de la dilucién
mayor sean negativos. El resultado positivo se demuestra por
la presencia de gas y crecimiento microbiano propiedad de
los microorganismos coliformes para producir gas a partir de
la fermentacién de lactosa a 45.5 °C £ 0.2 °C (para alimentos)
44.5°C + 0.2 °C (para agua) dentro de las 48 h de incubacién
(coliformes fecales y E. coli).

Para obtener el NMP en los resultados se aplica la teoria de
la probabilidad, lo cual tiene como condicién lo siguiente:

e Una distribucién aleatoria de las bacterias que
existen en la muestra.

e Las bacterias se encuentran como entidades no
agrupadas.

e Los microorganismos presentes en la muestra
creceran en el medio cuando sean 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-Dglucurénido (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 excepcidn es la E.coli enterohemorragica serotipo 0157: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 produccidon de GUD por otras bacterias de la familia Enterobacteriaceae es rara. Algunas cepas o
especies de Shigella (44 %-58 %) y Salmonella spp (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 deberd diluirse para dar cumplimiento a las
condiciones. La forma mas comun de realizar esta prueba es mediante diluciones decimales y usando un
indculo en series de tubos. A medida que el nimero de tubos inoculados para cada diluciéon aumenta,
se reducen los limites de confianza.

Equipo

e Bafio de agua con cubierta y recirculacion constante que alcance una temperatura de 44.5 °C,
45.5°C+0.2 °C.

e Lampara de luz UV de 365 nm longitud de onda.

¢ Incubadora de aire que mantenga una temperatura de 35 °C £ 0.5 °C.

e Balanza con capacidad adecuada y sensibilidad de 0.1 g.

e Motor de licuadora u homogenizador peristaltico.

e Potencidmetro con sensibilidad de 0.1 de unidad de pH.

e Autoclave que mantenga una temperatura interna de 121 °C bajo una presion de 15 psi (1 bar),
equipado con termémetro calibrado y manémetro de presion calibrado, previamente calificada.



Materiales

Tubos de cultivo de 18 x 150 mm,
18 x 200 mm, 16 x 150 mm, 16 x 160 mm,
22 x 175 mm con tapén de rosca.

Tubos de fermentacion (campanas de
Durham).

Gradillas de plastico y metal.

Asas bacterioldgicas.

Lentes protectores.

Termdmetro de maximas para autoclave
con division minima de 0.5 °C calibrado. Se
deberd registrar la inspeccidon trimestral de
la columna de mercurio del termémetro
con una lupa en busqueda de rupturas de
esta, si se observa, este debera salir de uso.
Termdmetro de inmersion total de 379 mm
de longitud de 25 °C a 55 °C, una escala
auxiliar a 0 °C con subdivisiones de 0.1 °C
con una precision y exactitud de + 0.1 °C.
Se debera registrar la inspeccion anual de
la columna de mercurio del termémetro
con una lupa en busqueda de rupturas de
esta, si se observa, este debera salir de uso.
Cinta testigo para procesos de esterilizacion
por calor humedo (si no se cuenta con
ella, se deben controlar perfectamente las
condiciones de esterilizacion).

Vasos de licuadora estéril o bolsas estériles
para homogeneizador peristaltico.

Pipetas graduadas bacterioldgicas de
0.1mL 1mL 2mL 5mLy 10 mL.
Probetas de 100 mL, 500 mLy 1000 mL.
Frascos de dilucidn de vidrio de borosilicato
con tapon esmerilado.

Frascos con capacidad 500 mL con tapa de
rosca.

Espatulas, cucharas, cuchillos, pinzas.
Campana Durham 6x35 mm.

Importante: Todo el material de
sembrado que se emplee debe estar
estéril.

Medios de cultivo

Caldo A-1 (LACTOSADO)

Caldo lauril Triptosa

Caldo EC (caldo Escherichia coli)
EMB-L (agar Levine eosina-azul de metileno)
Caldo triptona al 1 %

Caldo RMVP

Caldo Citrato de Koser

Citrato de Simmon

Caldo Lauril triptosa con MUG
Caldo Verde Brillante Lactosa Bilis
Agar Mc Conkey

Agar Nutritivo

Agar Cuenta Estandar

Caldo Lauril con MUG

Nota: la preparacion de los medios
se puede consultar en la NOM-210-
SSA1-2014, Productos y  servicios.
Métodos de prueba microbioldgicos.
Determinacién  de  microorganismos
indicadores. Determinacion de
microorganismos patogenos. Método
aprobado para la estimaciéon de la
densidad de coliformes totales, fecales y
E. coli por la técnica del NMP presentes
en muestras de alimentos para consumo
humano y agua.
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Cepas de referencia
e E. coli ATCC 25922
e Enterobacter aerogenes ATCC 13048

En el diagrama 8.1 se muestran los pasos a seguir para la determinacidn de la presencia de Coliformes
Totales en alimentos. Después del diagrama, se detalla la técnica a seguir.

Diagrama 8.1. Determinacion de la presencia de coliformes totales en alimentos
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Procedimiento analitico

Prueba para detectar E. Coli en alimentos
refrigerados o congelados

1. Prueba presuntiva

Pesar 25 g del alimento en 225 mL de solucién
amortiguadora o regulador de fosfatos o
diluyente de peptona y moler por 2 minutos
en vaso de licuadora u homogeneizador
peristaltico, el volumen total en el vaso debe
cubrir totalmente las aspas. Las muestras
congeladas deben mantenerse en refrigeracién
(2 °C-5 °C) un maximo de 18 horas antes de su
analisis, sin llegar a la descongelacion. En caso
de que la cantidad de muestra disponible sea
menor a 25 gy el analisis necesite ser efectuado
(por denuncia o queja ante la autoridad), utilizar
una cantidad de muestra que represente una
proporcioén 1:10.

Preparar diluciones decimales con regulador de
fosfatos. La cantidad de diluciones dependera
de la densidad (cantidad) de coliformes
esperada. Agitar las diluciones veinticinco veces
en un arco de 30 cm por 7 segundos transferir
volumenes de 1 mL a tres tubos con 10 mL de
caldo lauril triptosa, 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 homogeneizacidon de la muestra y la
inoculacidn de los tubos no debe exceder de 15
a 20 minutos.

Utilizar como medio de enriquecimiento caldo
lauril triptosa con MUG, inocular un tubo
con una cepa de E. coli GUD positiva como
control (ATCC 25922). Ademds, inocular otro
tubo con una cepa de Enterobacter aerogenes
(ATCC13048) como control negativo, para
facilitar la diferenciacion entre los tubos que
presenten solo crecimiento y crecimiento con
fluorescencia. Inocular los tubos por 24 horas
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a 48 horas * 2 horas 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 24 horas de incubacion
identifica a E. coli en un 83 %-95 %, mientras que a las 48 horas de
incubacién la identifica en un 96 %-100 % (imagen 8.1).

Imagen 8.1 Cultivo de E. coli y Enterobacter aerogenes en caldo lauril triptosa con MUG: E. coli

(fluorescencia positiva), A Enterobacter aerogenes (flourescencia negativa) B

2. Prueba confirmativa para la prueba de coliformes
fecales y para la prueba de coliformes totales

De cada tubo que muestre formacién de gas, tomar una asada y
sembrar en un numero igual de tubos de caldo EC para la prueba
confirmativa; inocular en tubos de EC un control positivo de E. coli
y un control negativo de Enterobacter aerogenes e incubar con las
muestras.

Incubar los tubos para prueba de coliformes totales a 35 °C +
0.5 °C por 48 h £ 2 h y para la prueba de coliformes fecales a
45.5 °C £ 0.2 °C en bafio de agua con recirculacién continua durante
24 h, observar si hay formacién de gas, registrar la lectura, en caso
de no haber formacién de gas, incubar 24 h mas. Utilizar estos
resultados para calcular el NMP de Coliformes totales y coliformes
fecales respectivamente. Consultar la seccién de célculos (imagen
8.2).
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Nota: para todos los alimentos que se les determine
coliformes fecales, la incubacién debe ser a 45.5°C+ 0.2 °C
por 24 ha48h.

Imagen 8.2 Caldo de confirmacion verde brillante

lactosa bilis para coliformes

3. Prueba confirmativa para E. coli (por
identificacion bioquimica)

a) Prueba presuntiva

e Confirmar todos los tubos positivos estriando
en una placa de agar L-EMB, incubar a 35 °C
1 °C por 24 h. Incubar las placas invertidas a 35
°C £ 1°C por 18 °C - 24 h. Seleccionar 2 colonias
de cada placa con la morfologia colonial tipica:
colonias con centro negro, planas con o sin
brillo metdlico y sembrarlas en agar cuenta
estandar (placa o agar inclinado), para realizar
las pruebas de morfologia microscépica y
pruebas bioquimicas. Incubar las placas o tubos
a35°C+1°Cpor18h-24 h (imagen 8.3).
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8.3 Colonias de E. coli en agar L-EMB

¢ 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.

e Calcular el NMP de E. coli basada en la confirmacién de tubos en las
tres diluciones consecutivas.

En el esquema 8.1, se muestra la secuencia correspondiente a la prueba presuntiva
y la prueba confirmativa para la cuenta de microorganismos coliformes totales y
fecales por la técnica del NMP.
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Esquema 8.1. Prueba presuntiva
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b) pruebas bioquimicas: indol, rojo de metilo,
vp, citrato

Produccion de indol

Inocular un tubo con caldo triptona e incubarlo
a35°C+0.5°Cpor 24 h+2h. Adicionar 0.2 mL
a 0.3 mL de reactivo de Kovac, dejando caer las
gotas del reactivo por las paredes del tubo y no
agitar los tubos para observacion del anillo rojo
en la superficie. La presencia de una coloracién
roja en la superficie del tubo se considera una
prueba positiva.

VP (Voges - ProsKauer)

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

Rojo de metilo

A la otra parte del caldo MR-VP inocular y
adicionar cinco gotas de solucién de rojo
de metilo. Se considera una prueba positiva
cuando se desarrolla un color rojo. Un color
amarillo definido es una prueba negativa.

Citrato

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



Interpretacion de resultados de las pruebas
bioquimicas

Todos los cultivos que fermenten la lactosa con produccién
de gas dentro de las 48 h 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.

Calculos

e Con frecuencia es necesario calcular el NMP
con cantidades de muestra diferentes de
los enlistados en las tablas del Apéndice 8.1
desde el primer nimero de la combinacidn
encontrada. Si la cantidad de muestra >0.01 g
multiplicar el NMP enlistado en la tabla utilizada
dependiendo del procedimiento realizado por
10.

¢ Una determinacién de cinco tubos que dé tres
tubos positivos en 0.01 g; dos tubos positivos
en 0.001 g y un tubo positivo en 0.0001 g (3-2-
1) el resultado obtenido al leer en la tabla 8.2,
es 17, multiplicar por 10 para asi obtener 170
como el NMP final por g de muestra. De igual
forma si la cantidad mas grande utilizada para
la tabla de referencia es 1 g en lugar de 0.1 g,
dividir el NMP derivado de la Tabla entre 10.
Por ejemplo, el resultado de la determinacion
del NMP en tres tubos para E. coli que dé tres
tubos positivos en 1 g; un tubo positivoen 0.1 g
y ningln positivo en 0.01 g (3-1- 0) el resultado
obtenido al leer en la tabla 8.1 es 43 y dividir
entre 10, lo que da 4.3 como el NMP presuntivo
por g de muestra.



e Un método alternativo para obtener el NMP es usando la siguiente formula: (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.

Apéndice 8.1

Tabla 8.1. NMP para 1 g de muestra cuando se usan tres tubos
con porciones de 0.1; 0.01 y 0.001 g.

Tubos Positivos Tubos Positivos Tubos Positivos Tubos Positivos

0,1 0,01 0001 NMP 01 001 0001 NMP 01 001 0001 NMP 01 001 0,001 NMP

0 0 0 <3 1 0 0 36 2 0 0 91 3 0 0 23
0 0 1 3 1 0 1 72 2 0 1 14 3 0 1 39
0 0 2 6 1 0 2 1 2 0 2 20 3 0 2 64
0 0 3 9 1 0 3 15 2 0 3 26 3 0 3 95
0 1 0 3 11 0 73 2 1 0 15 3 1 0 43
0 1 1 61 1 1 1 1 2 1 1 20 3 1 1 75
0 1 2 92 1 1 2 15 2 1 2 27 3 1 2 120
0 1 3 2 1 1 3 19 2 1 3 3 3 1 3 160
0 2 0 62 1 2 0 1 2 2 0 21 3 2 0 93
0 2 1 93 1 2 1 15 2 2 1 28 3 2 1 150
0 2 2 2 1 2 2 20 2 2 2 35 3 2 2 210
0 2 3 6 1 2 3 24 2 2 3 42 3 2 3 290
0 3 0 94 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 6 1 3 2 24 2 3 2 4 3 3 2 1100
0 3 3 19 1 3 3 29 2 3 3 53 3 3 3 >1100

Referencia: Official Methods of Analysis of AOAC International, 18 ed. 2005. Chapter 17.3, pag. 5
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Tabla 8.2. NMP para 100 mL de muestra cuando se usan 5 porciones

en cada una de tres diluciones con series geométricas
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Tabla 8.3. NMP por g de muestra e intervalos de confianza del 95 %,
utilizando diez tubos con 10 mL de muestra

Limite de confianza
Tubos NMP/100mL . :
positivos Interior Superior
0 <1.1 - 33
1 1.1 0.05 5.9
2 2.2 0.37 8.1
3 3.6 0.91 9.7
4 5.1 1.6 13
5 9 2.5 15
6 9.2 33 19
7 12 4.8 24
8 16 5.9 33
9 23 8.1 53
10 >23 12 -

Referencia: Americana Public Health Association. Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater. 20th edition 1998. Washington DC.
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Tabla 8.4. NMP por g de muestra e intervalos de confianza del 95 %,
utilizando tres tubos con 0.1 g, 0.01 g y 0.001 g de muestra

Tubos positivos Limite de confianza Tubos positivos Limite de confianza
NMP/g - - NMP/g - -
0.10 0.01 0.001 Inferior Superior 0.10 0.01 0.001 Inferior Superior

0 0 0 <3.0 a 9.5 2 2 0 21 4.5 42
0 0 1 3.0 0.15 9.6 2 2 1 28 8.7 94
0 1 0 3.0 0.15 11 2 2 2 35 8.7 94
0 1 1 6.1 1.2 18 2 3 0 29 8.7 94
0 2 0 6.2 1.2 18 2 3 1 36 8.7 94
0 3 0 9.4 3.6 38 3 0 0 23 4.6 94
1 0 0 3.6 0.17 18 3 0 1 38 8.7 110
1 0 1 7.2 1.3 18 3 0 2 64 17 180
1 0 2 11 3.6 38 3 1 0 43 9 180
1 1 0 7.4 1.3 20 3 1 1 75 17 200
1 1 1 11 3.6 38 3 1 2 120 37 420
1 2 0 11 3.6 42 3 1 3 160 40 420
1 2 1 15 4.5 42 3 2 0 93 18 420
1 3 0 16 4.5 42 3 2 1 150 37 420
2 0 0 9.2 1.4 38 3 2 2 210 40 430
2 0 1 14 3.6 42 3 2 3 290 90 1,000
2 0 2 20 4.5 42 3 3 0 240 42 1,000
2 1 0 15 3.7 42 3 3 1 460 90 2,000
2 1 1 20 4.5 42 3 3 2 1100 180 4,100
2 1 2 27 8.7 94 3 3 3 >1100 420 a

Referencia: Bacteriological Analytical Manual. FDA, 8th Edicidn, Revision A, 1998 Actualizacién
Diciembre 2003



Tabla 8.5. NMP por g de muestra e intervalos de confianza del 95 %,
utilizando cinco tubos con 0.1 g, 0.01 g y 0.001 g de muestra

NMP por g de muestra e intervalos de confianza del 95%, utilizando cinco tubos con 0.1g,
0.01g y 0.001 g de muestra.
Tubos positivos NMP/g Limites de Tubos positivos NMP/g Limites de
confianza confianza

0.1 0.01 0.001 Inferior Superior 0.1 0.01 0.001 Inferior Superior
0 0 0 <.90 a 31 8 2 0 17 7.7 34
0 0 1 0.9 0.04 31 8 2 1 19 9 34
0 0 2 1.8 0.33 5.1 8 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 19 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 8 3 3 26 12 50
1 0 0 0.94 0.05 5.1 8 4 0 22 10 39
1 0 1 1.9 0.33 5.1 8 4 1 24 11 44
1 0 2 2.8 0.8 7.2 8 4 2 26 12 50
1 1 0 1.9 0.33 5.7 8 4 3 29 14 58
1 1 1 29 0.8 7.2 8 5 0 24 11 44
1 1 2 3.8 1.4 9 8 5 1 27 12 50
1 2 0 29 0.8 7.2 8 5 2 29 14 58
1 2 1 3.8 14 9 8 5 3 32 15 62
1 3 0 3.8 1.4 9 8 6 0 27 12 50
1 3 1 4.8 2.1 11 8 6 1 30 14 58
1 4 0 4.8 2.1 11 8 6 2 33 15 62
2 0 0 2 0.37 7.2 8 7 0 30 14 58
2 0 1 3 0.81 7.3 8 7 1 33 17 73
2 0 2 4 1.4 9 8 7 2 36 17 74
2 1 0 3 0.82 7.8 8 8 0 34 17 73
2 1 1 4 1.4 9 8 8 1 37 17 74
2 1 2 5 21 11 9 0 0 17 7.5 31
2 2 0 4 14 9.1 9 0 1 19 9 34
2 2 1 5 2.1 11 9 0 2 22 10 39
2 2 2 6.1 3 14 9 0 3 24 11 44
2 3 0 5.1 2.1 11 9 1 0 19 9 39
2 3 1 6.1 3 14 9 1 1 22 10 40
2 4 0 6.1 3 14 9 1 2 25 11 44
2 4 1 7.2 3.1 15 9 1 3 28 14 58
2 5 0 7.2 3.1 15 9 1 4 31 14 58
3 0 0 32 0.9 9 9 2 0 22 10 44
3 0 1 4.2 1.4 9.1 9 2 1 25 11 46
3 0 2 53 21 11 9 2 2 28 14 58
3 1 0 4.2 1.4 10 9 2 3 32 14 58
3 1 1 53 2.1 11 9 2 4 35 17 73
3 1 2 6.4 3 14 9 3 0 25 12 50
3 2 0 53 2.1 12 9 3 1 29 14 58
3 2 1 6.4 3 14 9 3 2 32 15 62
3 2 2 7.5 3.1 15 9 3 3 36 17 74
3 3 0 6.5 3 14 9 3 4 40 20 91
3 3 1 7.6 3.1 15 9 4 0 29 14 58
3 3 2 8.7 3.6 17 9 4 1 33 15 62
3 4 0 7.6 3.1 15 9 4 2 37 17 74
3 4 1 8.7 3.6 17 9 4 3 41 20 91
3 5 0 8.8 3.6 17 9 4 4 45 20 91
4 0 0 4.5 1.6 11 9 5 0 33 17 73
4 0 1 5.6 2.2 12 9 5 1 37 17 74
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NMP por g de muestra e intervalos de confianza del 95%, utilizando cinco tubos con 0.1g,
0.01g y 0.001 g de muestra.

Tubos positivos NMP/g Limites de Tubos positivos NMP/g Limites de
confianza confianza
0.1 0.01 0.001 Inferior Superior 0.1 0.01 0.001 Inferior Superior
4 0 2 6.8 3 14 9 5 2 42 20 91
4 1 0 5.6 2.2 12 9 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 6 0 38 17 74
4 2 0 6.8 3 15 9 6 1 43 20 91
4 2 1 8 3.6 17 9 6 2 47 21 100
4 2 2 9.2 3.7 17 9 6 3 53 25 120
4 3 0 8.1 3.6 17 9 7 0 44 20 91
4 3 1 9.3 4.5 18 9 7 1 49 21 100
4 3 2 10 5 20 9 7 2 54 25 120
4 4 0 9.3 4.5 18 9 7 3 60 26 120
4 4 1 11 5 20 9 8 0 50 25 120
4 5 0 11 5 20 9 8 1 55 25 120
4 5 1 12 5.6 22 9 8 2 61 26 120
4 6 0 12 5.6 22 9 8 3 68 30 140
5 0 0 6 25 14 9 9 0 57 25 120
5 0 1 7.2 31 15 9 9 1 63 30 140
5 0 2 8.5 3.6 17 9 9 2 70 30 140
5 0 3 9.8 4.5 18 10 0 0 23 11 44
5 1 0 7.3 3.1 15 10 0 1 27 12 50
5 1 1 8.5 3.6 17 10 0 2 31 14 58
5 1 2 9.8 4.5 18 10 0 3 37 17 73
5 1 3 11 5 21 10 1 0 27 12 57
5 2 0 8.6 3.6 17 10 1 1 32 14 61
5 2 1 9.9 4.5 18 10 1 2 38 17 74
5 2 2 11 5 21 10 1 3 44 20 91
5 3 0 10 4.5 18 10 1 4 52 25 120
5 3 1 11 5 21 10 2 0 33 15 73
5 3 2 13 56 23 10 2 1 39 17 79
5 4 0 11 5 21 10 2 2 46 20 91
5 4 1 13 5.6 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 0 40 17 91
5 5 1 14 7 26 10 3 1 47 20 100
5 6 0 14 7 26 10 3 2 56 25 120
6 0 0 7.8 31 17 10 3 3 66 30 140
6 0 1 9.2 3.6 17 10 3 4 77 34 150
6 0 2 11 5 20 10 3 5 89 39 180
6 0 3 12 5.6 22 10 4 0 49 21 120
6 1 0 9.2 3.7 18 10 4 1 59 25 120
6 1 1 11 5 21 10 4 2 70 30 150
6 1 2 12 5.6 22 10 4 3 82 38 180
6 1 3 14 7 26 10 4 4 94 44 180
6 2 0 11 5 21 10 4 5 110 50 210
6 2 1 12 5.6 22 10 5 0 62 26 140
6 2 2 14 7 26 10 5 1 74 30 150
6 2 3 15 7.4 30 10 5 2 87 38 180
6 3 0 12 5.6 23 10 5 3 100 44 180
6 3 1 14 7 26 10 5 4 110 50 210
6 3 2 15 7.4 30 10 5 5 130 57 220
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NMP por g de muestra e intervalos de confianza del 95%, utilizando cinco tubos con 0.1g,
0.01g y 0.001 g de muestra.
Tubos positivos NMP/g Limites de Tubos positivos NMP/g Limites de
confianza confianza

0.1 0.01 0.001 Inferior Superior 0.1 0.01 0.001 Inferior Superior
6 4 0 14 7 26 10 5 6 140 70 280
6 4 1 15 7.4 30 10 6 0 79 34 180
6 4 2 17 9 34 10 6 1 94 39 180
6 5 0 16 7.4 30 10 6 2 110 50 210
6 5 1 17 9 34 10 6 3 120 57 220
6 5 2 19 9 34 10 6 4 140 70 280
6 6 0 17 9 34 10 6 5 160 74 280
6 6 1 19 9 34 10 6 6 180 91 350
6 7 0 19 9 34 10 7 0 100 44 210
7 0 0 10 4.5 20 10 7 1 120 50 220
7 0 1 12 5 21 10 7 2 140 61 280
7 0 2 13 6.3 25 10 7 3 150 73 280
7 0 3 15 7.2 28 10 7 4 170 91 350
7 1 0 12 5 22 10 7 5 190 91 350
7 1 1 13 6.3 25 10 7 6 220 100 380
7 1 2 15 7.2 28 10 7 7 240 110 480
7 1 3 17 7.7 31 10 8 0 130 60 250
7 2 0 13 6.4 26 10 8 1 150 70 280
7 2 1 15 7.2 28 10 8 2 170 80 350
7 2 2 17 7.7 31 10 8 3 200 90 350
7 2 3 19 9 34 10 8 4 220 100 380
7 3 0 15 7.2 30 10 8 5 250 120 480
7 3 1 17 9 34 10 8 6 280 120 480
7 3 2 19 9 34 10 8 7 310 150 620
7 3 3 21 10 39 10 8 8 350 150 620
7 4 0 17 9 34 10 9 0 170 74 310
7 4 1 19 9 34 10 9 1 200 91 380
7 4 2 21 10 39 10 9 2 230 100 480
7 4 3 23 11 44 10 9 3 260 120 480
7 5 0 19 9 34 10 9 4 300 140 620
7 5 1 21 10 39 10 9 5 350 150 630
7 5 2 23 11 44 10 9 6 400 180 820
7 6 0 21 10 39 10 9 7 460 210 970
7 6 1 23 11 44 10 9 8 530 210 970
7 6 2 25 12 46 10 9 9 610 280 1300
7 7 0 23 11 44 10 10 0 240 110 480
7 7 1 26 12 50 10 10 1 290 120 620
8 0 0 13 5.6 25 10 10 2 350 150 820
8 0 1 15 7 26 10 10 3 430 180 970
8 0 2 17 7.5 30 10 10 4 540 210 1300
8 0 3 19 9 34 10 10 5 700 280 1500
8 1 0 15 7.1 28 10 10 6 920 350 1900
8 1 1 17 7.7 31 10 10 7 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 a




COLIFORMES EN TUBO

Tabla 8.6. NMP por g de muestra e intervalos de confianza del 95 %,
utilizando diez tubos con 0.1 g, 0.01 g y 0.001 g de muestra.

NMP 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 Limite de confianza Tubos positivos Limite de confianza
NMP/g - - NMP/g - -

0.1 0.01 0.001 Inferior Superior | 0.1 | 0.01 | 0.001 Inferior Superior
3 4 0 7.6 3.1 15 9 4 2 37 17 74
3 4 1 8.7 3.6 17 9 4 3 41 20 91
3 5 0 8.8 3.6 17 9 4 4 45 20 91
4 0 0 4.5 1.6 11 9 5 0 33 17 73
4 0 1 5.6 2.2 12 9 5 1 37 17 74
4 0 2 6.8 3 14 9 5 2 42 20 91
4 1 0 5.6 2.2 12 9 5 3 46 20 91
4 1 1 6.8 3 14 9 5 4 51 25 120
4 1 2 8 3.6 17 9 6 0 38 17 74
4 2 0 6.8 3 15 9 6 1 43 20 91
4 2 1 8 3.6 17 9 6 2 47 21 100
4 2 2 9.2 3.7 17 9 6 3 53 25 120
4 3 0 8.1 3.6 17 9 7 0 44 20 91
4 3 1 9.3 4.5 18 9 7 1 49 21 100
4 3 2 10 5 20 9 7 2 54 25 120
4 4 0 9.3 4.5 18 9 7 3 60 26 120
4 4 1 11 5 20 9 8 0 50 25 120
4 5 0 11 5 20 9 8 1 55 25 120
4 5 1 12 5.6 22 9 8 2 61 26 120
4 6 0 12 5.6 22 9 8 3 68 30 140
5 0 0 6 2.5 14 9 9 0 57 25 120
5 0 1 7.2 3.1 15 9 9 1 63 30 140
5 0 2 8.5 3.6 17 9 9 2 70 30 140
5 0 3 9.8 4.5 18 10 0 0 23 11 44
5 1 0 7.3 3.1 15 10 0 1 27 12 50
5 1 1 8.5 3.6 17 10 0 2 31 14 58
5 1 2 9.8 4.5 18 10 0 3 37 17 73
5 1 3 11 5 21 10 1 0 27 12 57
5 2 0 8.6 3.6 17 10 1 1 32 14 61
5 2 1 9.9 4.5 18 10 1 2 38 17 74
5 5 5 11 5 21 10 1 3 44 20 91
5 3 0 10 4.5 18 10 1 4 52 25 120
5 3 1 11 5 21 10 2 0 33 15 73
5 3 2 13 5.6 23 10 2 1 39 17 79
5 4 0 11 5 21 10 2 2 46 20 91
5 4 1 13 5.6 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 0 40 17 91
5 5 1 14 7 26 10 3 1 47 20 100
5 6 0 14 7 26 10 3 2 56 25 120
6 0 0 7.8 3.1 17 10 3 3 66 30 140
6 0 1 9.2 3.6 17 10 3 4 77 34 150
6 0 2 11 5 20 10 3 5 89 39 180
6 0 3 12 5.6 22 10 4 0 49 21 120
6 1 0 9.2 3.7 18 10 4 1 59 25 120
6 1 1 11 5 21 10 4 2 70 30 150
6 1 2 12 5.6 22 10 4 3 82 38 180
6 1 3 14 7 26 10 4 4 94 44 180
6 2 0 11 5 21 10 4 5 110 50 210
6 2 1 12 5.6 22 10 5 0 62 26 140
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NMP 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

Limite de confianza

Tubos positivos

Limite de confianza

01 ] 001 | 0001 | "8 [Tnferior | superior | 0.1 | 001 | 0001 | "8 [Tinferior | Superior
6 2 2 14 7 26 10 ] s 1 74 30 150
6 2 3 15 7.4 30 10| s 2 87 38 180
6 3 0 12 5.6 23 10| 5 3 100 44 180
6 3 1 14 7 26 10| s 4 110 50 210
6 3 2 15 7.4 30 10| s 5 130 57 220
6 | 4 0 14 7 26 10| s 6 140 70 280
6 | 4 1 15 7.4 30 10| 6 0 79 34 180
6 | 4 2 17 9 34 10| 6 1 94 39 180
6 | 5 0 16 7.4 30 10| 6 2 110 50 210
6 | s 1 17 9 34 10| 6 3 120 57 220
6 | s 2 19 9 34 10| 6 4 140 70 280
6 | 6 0 17 9 34 10| 6 5 160 74 280
6 | 6 1 19 9 34 10| 6 6 180 91 350
6 | 7 0 19 9 34 10| 7 0 100 44 210
7 0 0 10 45 20 10| 7 1 120 50 220
7 0 1 12 5 21 10 [ 7 2 140 61 280
7 0 2 13 6.3 25 10| 7 3 150 73 280
7 0 3 15 7.2 28 10| 7 4 170 91 350
7 1 0 12 5 2 10| 7 5 190 91 350
7 1 1 13 6.3 25 10| 7 6 220 100 380
7 1 2 15 7.2 28 10| 7 7 240 110 480
7 1 3 17 7.7 31 10| 8 0 130 60 250
7 2 0 13 6.4 26 10 | s 1 150 70 280
7 2 1 15 7.2 28 10| s 2 170 80 350
7 2 1 17 7.7 31 10| 8 3 200 90 350
7 2 3 19 9 34 10| s 4 220 100 380
7 3 0 15 7.2 30 10| s 5 250 120 480
7 | 3 1 17 9 34 10| 8 6 280 120 480
7| 3 2 19 9 34 10| s 7 310 150 620
7| 3 3 21 10 39 10| 8 8 350 150 620
7 | 4 0 17 9 34 10| o 0 170 74 310
7 | 4 1 19 9 34 10| 9 1 200 91 380
7| 4 2 21 10 39 10| o 2 230 100 480
7 | 4 3 23 1 44 10| 9 3 260 120 480
7| s 0 19 9 34 10| 9 4 300 140 620
7| s 1 21 10 39 10| 9 5 350 150 630
7 5 2 23 1 44 10| 9 6 400 180 820
7 6 0 21 10 39 10 [ 9 7 460 210 970
7 6 1 23 1 44 10| 9 8 530 210 970
7 6 2 25 12 46 10 [ 9 9 610 280 1300
7 7 0 23 11 44 10| 10 o 240 110 480
7 7 1 26 12 50 10 [ 10 1 290 120 620
8 | o 0 13 5.6 25 10 [ 10 2 350 150 820
8 | o 1 15 7 26 10 [ 10 3 430 180 970
8 | o 2 17 7.5 30 10 10 | 4 540 210 1300
8 | o 3 19 9 34 10 [ 10 5 700 280 1500
8 1 0 15 7.1 28 10 [ 10 6 920 350 1900
8 1 1 17 7.1 31 10 [ 10 7 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 -




COLIFORMES EN TUBO

Tabla 8.7. NMP por 100 mL de muestra inoculando tubos de cada una de tres diluciones geométricas

Tubos positivos Tubos positivos Tubos positivos Tubos positivos

mL NMP mL NMP mL mL NMP
10 1 0.1 10 1 0.1 10 1 0.1 NMP 10| 1 |01
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 64
0 0 3 9 1 0 3 15 2 0 3 26 3|0 3 95
0 1 0 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 75
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 34 3 1 3 160
0 2 0 6.2 1 2 0 11 2 2 0 21 3 2 0 93
0 2 1 9.3 1 2 1 15 2 2 1 28 3|2 1 150
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 3 290
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 53 3|3 3 >1100

Referencia: Recommended Procedures for the Examination of Sea Water and Shellfish. Fourth
Edition 1970. APHA. New York.
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A continuacioén, en el video 8.1, se muestra la técnica para
la cuenta de microorganismos coliformes totales, fecales y
E. coli.

Mélodo aprobado para estimacion de la densidad de|
coliformes totales, fecales y E. coli por la tecnica del
MMP presenies en muesiras de alimentos para consumo
humano y agua de acuerdo con &l apéndice H normativo
de la Morma Oficial Mexicana
MNOM-210-5541-2014.

PROAYECTO: FE2DSYT 20
Teenkcas de microliclogls paia Ls identificasidn de hacienias y homgeo
o b by it 1oq Bictecn de acuendS (om i ROM- 24155413010

https://www.youtube.com/watch?v=_IvP78HP)zk
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