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RESUMEN

El presente trabajo se realizé en el laboratorio de Microbiologia de la Direccion de
Investigacion de Estudios de Postgrado (DIEP) del Instituto Tecnologico de Sonora

(ITSON), durante el periodo comprendido en los meses junio-Agosto de 2002.

El objetivo fue realizar analisis microbiologicos a los alimentos elaborados y
consumidos en el hospital del ISSSTE de Ciudad Obregdn, Sonora; con la finalidad
de verificar si son aptos para consumo humano, segun las Normas Oficiales

Mexicanas.

Se realizaron 8 muestreos cada semana en el comedor del hospital del ISSSTE, que
se encuentra ubicado en las calles Mayo y Tehuantepec, analizando un total de 32
muestras. Algunas de los alimentos analizados fueron sopa de arroz, frijoles,

picadillo, enchiladas, sopas, ensaladas, aguas frescas entre otras.

Los analisis que se llevaron a cabo fueron aislamiento en medios de enriquecimiento
y selectivos e identificacién por pruebas bioguimicas de Salmonella sp. (NOM-114-
SSA1-1994), recuento de hongos y levaduras (NOM-111-SSA1-1994), recuento de
organismos mesofilos aerobios por la técnica de vaciado en placa (NOM-092-SSA1-
1994) y recuento de coliformes totales y fecales por la técnica del Niamero Mas
Probable (NOM-112-SSA1-1994).
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Los resultados obtenidos para mesdfilos aerobios el 96.8% se encontrd dentro de los
limites permisibles, para coliformes totales el 90.6% no sobrepasaron los limites
establecidos en la (NOM-093-SSA1-1994) y para coliformes fecales se encontr6
incidencia solo en el 15.6%, mientras que para hongos y levaduras solo se dio una

cuenta alta que en este caso no es significativa y para Salmonella sp, fueron

negativos ya que dicho microorganismo no se encontré presente en el 100% de las
muestras, con esto se demostré6 la buena calidad sanitaria de los alimentos
elaborados en este lugar debido a las adecuadas practicas de higiene y limpieza, asi
CcoOmo su preparacion y manipulacién, lo cual nos indica que son aptos para consumo
humano, por no causar dafios a la salud y cumplir con las Normas Oficiales

Mexicanas.



l. INTRODUCCION

Los alimentos juegan un papel muy importante en la vida de cada uno de nosotros,
ya que todos tenemos la necesidad de alimentarnos sanamente con alimentos libres
de contaminantes porque nos pueden causar serias enfermedades, en este caso se
habla de la contaminacién por microorganismos ya que estos utilizan a los alimentos
como fuente de elementos nutritivos para su multiplicacién, esto puede dar lugar a la
alteracion de los alimentos. El deterioro de dichos alimentos no sélo obedece al
incremento de microorganismos sino que, ademas estos alimentos sirven como
vehiculos portadores de enfermedades que en ocasiones pueden ser de
consideracion, ya que muchas veces son causadas por microorganismos patégenos,

como son Salmonella, Staphylococcus aureus, Shigella, Escherichia coli, toxinas y cepas

enteropatdgenas (Frazier, 1993).

Un alimento alterado puede ser definido como un alimento que ha sido deteriorado o
dafiado hasta un grado que lo convierte en indeseable para el consumo humano. La
alteracion de dichos alimentos puede ser originada por el deterioro producido por los
insectos, por el dafo fisico, como el machacamiento y la congelacion, y por los

microorganismos (Jay, 1992).

En el mundo es cada vez mayor la preocupacion por la inocuidad, la contaminacion
del medio, la adulteracién, las practicas sanitarias deshonestas en relacion con la
calidad. Por esto en los ultimos afios se han formado organizaciones las cuales rigen
la calidad sanitaria, como son la FAO, OMS, Codex Alimentarius, etc. Estas

organizaciones tienen el propésito de contribuir a mejorar a la inocuidad de los
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alimentos en toda la cadena alimentaria por medio del mantenimiento de la voluntad
politica de los paises para aprobar y consolidar un producto como apto para
consumo humano, comprobando que las caracteristicas de este sean las aceptables.
Esto se lleva a cabo con la ejecucion de andlisis de laboratorio y la correspondencia

con las normas sanitarias vigentes (Jay, 1992).

Las enfermedades microbianas transmitidas por los alimentos contaminados se
originan de diversas maneras, segun el microorganismo patdgeno del cual se trate,
los cuales utilizan a los alimentos como vehiculos para infestar y crear serios
problemas en la salud de los consumidores; estas enfermedades pueden ser
transmitidas por los mismos microorganismos provocando una infeccion o por las

toxinas que estos producen, ocasionando una intoxicacion.

Debido a esto en el presente trabajo se realizaron analisis microbiolégicos de
alimentos elaborados y consumidos en el hospital del ISSSTE de ciudad Obreg6n,
Sonora. Con esto se pretendio evaluar su calidad sanitaria y determinar si son aptos

para consumo humano, en base a las normas oficiales mexicanas establecidas.



1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el hospital del ISSSTE de ciudad Obregdn, Sonora; no se hacen los andlisis
correspondientes, para monitorear y conocer la calidad de los alimentos ahi
elaborados y conocer si estos cumplen con todos los parametros establecidos en las
Normas Oficiales Mexicanas. Debido a ello se pretende con este estudio es verificar
gue se estén cumpliendo dichos pardmetros de calidad y en caso necesario tomar

acciones correctivas para mejorar la calidad sanitaria en este lugar.



1.2 JUSTIFICACION

Este trabajo pretende demostrar la calidad sanitaria de los alimentos elaborados y
consumidos en el comedor del ISSSTE de Ciudad Obregdn Sonora, con el fin de
tomar acciones correctivas en caso de que esta no cumpla con los parametros
establecidos en las Normas Oficiales Mexicanas y tomar medidas correspondientes,

todo esto para beneficiar a las personas que consumen alimentos en dicho comedor.



1.3 OBJETIVO GENERAL

Realizar analisis microbioldgicos de alimentos elaborados y consumidos en el
hospital del ISSSTE para determinar su calidad sanitaria y definir si son aptos para

consumo humano en base a Normas Oficiales Mexicanas.



1.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aislar e identificar por pruebas bioquimicas a Salmonella sp.

Determinar organismos coliformes totales y fecales por la técnica de tubos de

fermentacion multiple del Niumero Méas Probable (NMP).

Cuantificar microorganismos mesofilicos aerobios, hongos y levaduras por la

técnica de vaciado en placa.

Comparar los resultados obtenidos con las Normas Oficiales Mexicanas, para

verificar que los alimentos sean aptos para consumo humano.



1.5 HIPOTESIS

Los alimentos elaborados y consumidos en el comedor del ISSSTE de Ciudad
Obregbén, Sonora no cumplen con los parametros establecidos por las normas
oficiales mexicanas pudiendo estar contaminados y por lo tanto no ser aptos para

consumo humano.



. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Generalidades del grupo coliforme

2.1.1. Definicién.

El concepto de organismo coliforme se describe como bacterias gram negativas, no
esporuladas, que fermentan la lactosa con produccién de gas dentro de las 48 horas
de incubacion a 35°C (Fernandez,1981).

2.1.2. Conformacion del grupo.

Los coliformes estan distribuidos ampliamente, en todas partes, en el sentido de que
los bacilos coliformes se encuentran en las vias intestinales del hombre y animales,
tanto de sangre caliente como fria. Tipicamente dentro de este grupo se encuentran
los géneros de la familia Enterobacteriaceae que fermentan facilmente la lactosa:

Escherichia, Enterobacter, Klebsiella y Citrobacter, son los mas comunes; aunque

algunas especies no fermentan la lactosa antes de 48 horas, por lo que se descartan

del grupo (Fernandez, 1981).

2.1.3. Cultivo y desarrollo.

Los miembros del grupo coliforme proliferan abundantemente en los medios de

cultivo simples. Sus demandas nutricionales son satisfactorias sin necesidad de
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recurrir a compuestos especialmente complejos. La temperatura 6ptima y los limites
para su crecimiento corresponden a los de las bacterias mesofilicas, esto es, entre
32 y 37 °C, con un limite superior cercano a los 45 y 46 °C. La capacidad para
desarrollarse a temperatura superior a 40 °C la exhibe un grupo especial dentro de
los coliformes que en la actualidad se designan como fecales. Pueden generalizarse
por una temperatura de 4°C o menos, esta impedira la proliferacion de coliformes;
temperaturas superiores de refrigeracion mantienen su nidmero o permiten ligeros
incrementos. Si el tiempo de conservacion de 4 °C se prolonga, eventualmente los
coliformes entran en actividad. El pH 6ptimo para su desarrollo se encuentra proximo
a la neutralidad. Los microorganismos del grupo crecen bien en aerobiosis pero
muestran capacidad para hacerlo en potencial de oxido reduccién bajos (Fernandez,
1981).

2.1.4. Resistencia.

En congelacion el numero de coliformes disminuye progresivamente hasta alcanzar
una cifra reducida que casi ya no es modificada. Los sobrevivientes pueden por
supuesto reiniciar su multiplicaciéon cuando las condiciones del medio lo permitan, en

los alimentos congelados y precocinados (Fernandez, 1981).

La pasteurizacién destruye los organismos coliformes; se trata pues de bacterias no
termoduricas (capaz de sobrevivir a altas temperaturas). Pero la susceptibilidad al
calor se encuentra condicionada a diversos factores como son la concentracion de
las células presentes y su empleo como indicador de practicas no higiénicas en el

manejo de algunos alimentos (Fernandez, 1981).

2.1.5. Efecto sobre los alimentos.

Al desarrollarse en los alimentos, los microorganismos coliformes pueden dar lugar a

algunas alteraciones; esta accion proviene de la intensa facultad heterofermentativa
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de todos los miembros, una importante capacidad putrefactiva y el caracter
psicotréfico de muchas cepas (Fernandez, 1981).

Algunas de las propiedades que determinan que las bacterias coliformes sean

importantes en las alteraciones que experimentan los alimentos son:

1. Su capacidad para crecer en sustratos muy distintos para utilizar como fuente
de energia algunos hidratos de carbono, compuestos organicos y como fuente
de nitrégeno, algunos compuestos nitrogenados bastante sencillos.

2. Su capacidad para sintetizar la mayoria de las vitaminas que necesitan.

3. La capacidad de las bacterias de este grupo para crecer perfectamente dentro
de un intervalo de temperatura bastante amplio, desde temperaturas inferiores
a 10 °C hasta una temperatura proxima a los 46°C.

4. Su capacidad para producir importantes cantidades de acido y gas a partir de
azucares.

5. Su capacidad para producir sabores desagradables.

6. La capacidad de E. aerogenes para producir mucosidad y viscosidad. (Frazier,

1993).

2.1.6. Significado en los alimentos.

La presencia y recuento de organismos coliformes en los alimentos, adquiere cierto
significado, son indicativos de malas practicas sanitarias en el manejo o fabricacion
de un alimento, expresan la calidad microbiolégica de un producto lo que no
necesariamente implica un riesgo sanitario y revela la eficiencia de un proceso

contaminante o germicida, etc. (Fernandez, 1981).



2.2. Generalidades de Salmonella

Este género tiene varias especies que son patdgenas para el hombre, provocando
salmonelosis gastroenteriticas agudas. Las salmonellas no producen exotoxinas
(toxina excretada por un microorganismos en el medio). Su accion patdégena sobre el
organismo animal y del hombre esté relacionada con la endotoxina (toxina producida
por un microorganismo y liberada so6lo cuando éste se desintegra), que se

caracteriza por su elevada toxicidad (Piakin, 1989).

Todos los bacilos entéricos que constituyen el gran grupo Safmonella son patégenos

para el hombre en mayor o menor grado. Esta incluye al bacilo de la fiebre tifoidea y
una gran variedad de formas cuyos huéspedes naturales habitualmente son

animales, en especial roedores y aves (Freeman, 1983).

2.2.2. Morfologia y Tincién.

Los microorganismos del género Salmonella son bacilos gram negativos cuya

morfologia celular es muy similar a la del resto de las Enterobacterias, y no se
pueden distinguir de ellas. Se tifien facilmente con los colorantes habituales, y si se
examinan al microscopio no parece un ordenamiento celular aparente. Todos los

miembros excepto S. enteritidis serotipos pullorum y gallinarum se mueven activamente

con flagelos periticos (Freeman, 1983).

2.2.3. Fisiologia.

Las bacterias de este grupo tienen requerimientos nutricionales sencillos y crecen

con facilidad en los medios habituales. Se obtiene un crecimiento adecuado en
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medios sintéticos que contienen sales de amonio como fuente de nitrégeno y
fuentes de carbono sencillas como glucosa, piruvato o lactato. La gran mayoria de
las cepas no necesitan vitaminas o aminoacidos: algunas cepas S. typhi necesitan
que se les suministre triptofano. La temperatura éptima de crecimiento es de 37° C,
pero se observa un buen crecimiento a temperatura ambiente. Son anaerobios
facultativos, es decir que crecen bien tanto en condiciones aerobias como anaerobias
(Freeman, 1983).

2.2.4. Toxina.

Todas las especies de Safmonella forman una endotoxina, el lipopolisacéarido de la
membrana externa. Las cadenas laterales O-especificias del lipopolisacarido
constituyen los antigenos O lisos de estas bacterias. La manifestacion clinica de la
gastroeneteritis producida por Safmonella sugiere la implicacién de una enterotoxina
analoga a las de Escherichia coli y Vibrio cholerae. La toxina es una proteina termolabil,
con un peso molecular superior a 110,000 daltons. Induce la acumulacién de los
fluidos en el asa intestinal y estimula la adenileto-ciclasa. Se ha indicado semejanza

antigénica con la toxina del célera (Freeman, 1983).

2.2.5. Patogeniay Virulencia.

Con respecto a la patogenia, las infecciones producidas por Salmonella son de dos

clases, fiebres entéricas y gastroenteritis. En ambas infecciones, las bacterias se
ingieren con la comida o la bebida, e inician la infeccion mediante la adherencia y la
colonizacion del tracto intestinal. En las fiebres entéricas las bacterias invaden

primero el epitelio intestinal y posteriormente se multiplican en los ganglios linfaticos
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del intestino y en el lugar donde desembocan los ndédulos mesentéricos, alcanzando

el torrente sanguineo a través de la linfa toracica. S. typhi, que produce la fiebre
tifoidea, es la especie de Salmonella que es responsable con mas frecuencia de estas

infecciones generalizadas, junto con el bacilo paratifico (Freeman, 1983).

La gastroenteritis producida por la Safmonella difiere en que la invasion es

esencialmente superficial y se limita al epitelio intestinal. La multiplicacion en este
lugar esta acompafiada probablemente por la produccién de enterotoxinas, que a su
vez da lugar a los sintomas de la gastroenteritis. Estas infecciones se conocen a

menudo como intoxicaciones alimentarias por Salmonella y son causadas por

serotipos de S. enteritidis (Freeman, 1983).

2.2.6. Clasificacion.

El grupo Salmonella es relativamente homogéneo, puesto que estas bacterias se

parecen entre si a otros bacilos entéricos. Las similitudes en las reacciones
bioquimicas, en la estructura antigénica y en las secuencias de polinucledliticos de

su DNA indican la estrecha relacion que existe entre ellas (Freeman, 1983).

1. Las que infectan solamente a las personas: estas incluyen a S. typhi, a S.
paratyphi A y a S. paratyphi C. Este grupo incluye a los agentes de las fiebres

tifoideas y paratifoideas, que son las mas graves de todas las enfermedades
producidas por las salmonelas .La fiebre corporal es mas elevada , y el indice
de la mortalidad es mas alto. S. typhi puede ser aislada en la sangre y a veces
en la orina de las victimas. El sindrome paratifoideo es mas benigno que el

tifoideo.

2. Las serovariedades adaptadas a los hospedadores (algunas de las cuales son
patégenas para el hombre y pueden ser contraidas a partir de alimentos):
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estan incluidas S. gallinarum (aves), S. dublin (bobidos), S. abortus-equi

(équidos), S. abortus-ovis (6vidos), y S. choleraesuis (suidos).

3. Serovariedades inadaptadas (sin preferencia de hospedador), son patégenas
para las personas y para otras especies de animales, e incluye la mayoria de

las serovariedades transmitidas por los alimentos (Jay, 1992).

2.3. Microorganismos indicadores

La presencia de microorganismos en los alimentos no significa necesariamente un
peligro para el consumidor o una calidad inferior de estos productos. En realidad, si
se exceptia el reducido numero de productos esterilizados, cada bocado de
alimentos contiene levaduras, mohos, bacterias y otros microorganismos. La mayor
parte de los alimentos se convierten en potencialmente peligrosos para el
consumidor soOlo después de que han sido violados los principios de higiene,
limpieza y desinfeccién. Si los alimentos han estado sometidos a condiciones que
pudieran haber permitido la llegada y/o la multiplicacion de agentes infecciosos o
toxigenicos, pueden constituirse en vehiculo de transmisién de enfermedades, tales
como la salmonelosis o la intoxicacion estafilococcica. La puesta en evidencia de
estos riesgos se basa en el examen de muestras de alimentos en busca de los
propios agentes causales o indicadores de una contaminacién no admisible (ICMSF
1983).

Los microorganismos indicadores se han utilizado con varios fines. El principal
objetivo de la utilizacion de bacterias como indicadores de practicas no sanitarias es
revelar efectos de tratamientos que llevan consigo un peligro potencial. Peligro que
no estad necesariamente en la muestra particular examinada, pero que es probable

pueda encontrarse en muestras paralelas (ICMSF, 1983).
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Tales agentes indicadores de contaminacién han determinado la amplia utilizacion
de grupos (o especies) de microorganismos. Cuya enumeracion o recuento se
realizan con mayor facilidad y cuya presencia en los alimentos (en determinado
namero) indican que estos productos estuvieron expuestos a condiciones
que pudieran haber introducido organismos peligrosos, y permitido la multiplicacion
de especies infecciosas o toxigénicas (ICMSF, 1983 ).

2.3.2. Recuento de organismos mesofilicos aerobios.

Cuando se requiere de investigar el contenido de microorganismos viables en un
alimento, la técnica mas comun utilizada es el recuento en placa, en medios de
cultivo con un soporte nutricional adecuado vy libres de agentes inhibitorios (Amador
e al., 1993).

Los recuentos de bacterias viables se basan cominmente en el nimero de colonias
qgue se desarrollan en placas de agar estdndar métodos que han sido previamente
inoculadas con cantidades conocidas de alimento diluido e incubadas en condiciones
ambientales predeterminadas (ICMSF, 1983).

En realidad, esta técnica no pretende poner en evidencia todos los microorganismos
presentes en un alimento determinado, ya que la variedad de especies y tipos se
diferencian: por sus necesidades nutricionales, temperatura requerida para Ssu
crecimiento, oxigeno disponible etc. hacen que el niumero de colonias contadas

constituyan una estimacion de la cifra realmente presente (Amador et al., 1993).



9
Cuando la temperatura de incubacion ha sido entre los 20° y 37 ° C, se les desigha
como microorganismos mesofilicos aerobios. Al grupo de organismos mesofilicos
aerobios pertenecen una gran variedad de microorganismos, de hecho, estan
incluidos todos aquellos microorganismos capaces de desarrollarse entre 20y 37 °
C, que son los extremos de las temperaturas a las cuales suele realizarse este
recuento, en condiciones de aerobiosis. Dentro de la flora mesofilica aerobia
tenemos bacilos, cocos, gram positivos y gram negativos, aislados o agrupados en
todas las variedades que nos son familiares. La utilidad del recuento de las bacterias
mesofilicas aerobias en la microbiologia sanitaria se ha recomendado para los

siguientes objetivos.

a) Como indicadores de la posible presencia de microorganismos patégenos.

b) Como indicador del valor comercial de un alimento.

c) Como indicador de las condiciones higiénicas en que ha sido manejado el
producto.

d) Como indicador de la idoneidad de un ingrediente cuando se va a incorporar a
un alimento.

e) Para seguir la eficiencia de un proceso germicida o de preservacion.

f) Para predecir la vida de anaquel de un producto (Amador et al., 1993).

2.3.3. Determinacién de organismos coliformes.

Los organismos coliformes constituyen un grupo heterogéneo con habitat
primordialmente intestinal para la mayoria de las especies que involucra. A fin de
simplificar su manejo en el laboratorio, se ha establecido una definiciébn base a las

caracteristicas mas constantes que exhibe la especie tipo de grupo, Escherichia coli.

Esta simplificacion sin embargo da lugar a que se incluyan en el grupo, bacterias de

origen no intestinal, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Klebsilla pneumoniae vy

Citrobacter, porque comparten las caracteristicas que la definicion impone. Estos
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microorganismos no necesariamente guardan una relacibn  directa con la
contaminacion de origen fecal y en consecuencia, tampoco con la presencia de

patégenos entéricos (Amador et al .,1993).

El uso de los coliformes como indicador sanitario significativo debe restringirse al
agua Yy hielo potable, a los alimentos sometidos a procesos térmicos y a la evaluaciéon
de la eficiencia de préacticas sanitarias e higienizacion del equipo. La demostracion y
el recuento de organismos coliformes, puede realizarse mediante el empleo de

medios de cultivo liquidos o sdlidos con caracteristicas selectivas y diferenciales.

La situacion de los organismos coliformes, considerando su definicién, es mas que
suficiente para evaluar la calidad sanitaria de algunos productos, como es el caso del
agua potable. Sin embargo, por las caracteristicas del grupo donde encontramos
microorganismos que no son estrictamente de asiento intestinal. Se llega a tener la
necesidad de diferenciar a los organismos coliformes contenidos en la prueba

confirmativa de la técnica de NMP con el fin de demostrar la presencia de Escherichia

coli (Amador et al 1993).

Con el propésito de simplificar la investigacion se ha introducido el término de
coliformes fecales para referirlo a un grupo de microorganismos mas especificos que

el de los coliformes y con mayor identidad a Escherichia coli. El recuento de este

grupo de bacterias, cuya conceptualizacion es de orden funcional, se fundamenta en
la capacidad del microorganismo para producir indol y fermentar la lactosa a
temperaturas elevadas (44.5°C). Bajo estas condiciones se excluyen cepas
coliformes de asiento no intestinal, o que le da mayor especificidad al estudio
(Amador et al., 1993).

Es importante realizar la prueba con un estricto control de la temperatura, para ello
se requiere de un bafio de agua con termostato y un sistema de circulacion de agua.

Llama la atencion la rigidez de los investigadores para evitar fluctuaciones en la
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temperatura mayores de 0.1° C cuando que algunos sefalan 44.5 °C otros 45.5
°C para su incubacion. Los métodos disponibles para este propdésito siguen la técnica
del NMP.

La prueba presuntiva se realiza en caldo lactosado a 35°C durante 48 horas
considerando la prueba positiva al observar produccion de gas. La diferencia se hace
inoculando caldo EC a partir de los tubos positivos de la prueba presuntiva,
incubando a 44.5°C durante 24 horas. La produccion de gas, confirma la prueba para

el grupo de coliformes fecales (Amador et al., 1993).

2.3.4. Investigacién de Salmonella.

Las técnicas para la identificacion de Salmonella son laboriosas y costosas y se

requiere de tiempo y personal bien adiestrado. Pero la importancia que para la salud
publica constituyen estos microorganismos da lugar a que se continlen ensayando
nuevas técnicas con el objetivo de hacerlas mas sensibles, especificas, econémicas
y rapidas (Amador et al., 1993).

En la técnica de cultivo la metodologia general constituye una serie de etapas que
son:

a) Pre-enriguecimiento o enriquecimiento no selectivo.

b) Enriquecimiento en medios selectivos.

c) Aislamiento en medios diferenciales.

d) ldentificacion presuntiva por pruebas bioquimicas.

e) ldentificacion seroldgica.

El proposito del pre-enriquecimiento consiste en facilitar a las salmonelas presentes

una recuperacion del estado en que se encuentran como resultado de la exposicion a
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condiciones traumatizantes durante la elaboracion de algunos alimentos. Los medios
de cultivo que se utilizan para el pre-enriqguecimiento no contienen en general
sustancias inhibitorias, por lo que la flora asociada no se ve impedida para proliferar.
De ahi que el pre-enriquecimiento debe manejarse cautelosamente para obtener sus
beneficios en la recuperacién de las salmonelas y evitar su sobre-desarrollo de la

flora competitiva que enmascararia su aislamiento (Amador et al., 1993).

Dos medios de enriquecimiento selectivo han sido utilizados con mayor profusion: el
grupo de tetrationato (caldo tetrationato-bilis-verde brillante 0 medio de Kauffmann,
caldo tetrationato verde brillante, caldo tetrationato-sulfatiazol-bilis-verde brillante y
caldo tetrationato novobicina) y el grupo del selenito (caldo selenito F. caldo selenito-

cistina caldo selenito-verde brillante y caldo selenito-sulfa-verde brillante) (Amador et

al, 1993).

Como consecuencia del empleo de los medios de enriquecimiento se obtiene,
después de la incubacion, una aflora mixta en los caldos y a partir de ellos se
procede al aislamiento de las salmonelas, lo cual se realiza en medios sdlidos los
gue mantienen un efecto inhibitorio sobre la flora asociada, estimulando la formacién
de colonias de Safmonella y finalmente comunican a éstas, caracteristicas
diferenciales respecto a las colonia de otros microorganismos. En atencién a una
fuerza selectiva, se pueden construir tres grupos: ligeramente selectivos (agar eosina
azul de metileno y agar Mac conkey), moderadamente selectivos (agar Entérico de
hectoen, y agar XLD o0 sea agar xilosa lisina desoxicolato) y fuertemente selectivos

(agar verde brillante y agar sulfito de bismuto) ( Amador et al., 1993).

2.3.5. Recuento de hongos y levaduras.

Algunas diferencias que se observan en los hongos con respecto a las bacterias en

las técnicas de recuento en alimentos, incluyen:
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a) Una velocidad de crecimiento mas lenta que la de las bacterias.

b) La demanda de un ambiente aerdbico.

c) La tendencia de algunas especies de desarrollar extensivamente sobre las
placas de cultivo.

d) Una temperatura de crecimiento inferior a la de la mayoria de las bacterias
mesofilicas de interés sanitario.

e) La formaciéon de colonias considerablemente mayor a las de naturaleza
bacteriana y limitadas a la superficie del medio.

f) Una tolerancia notable de la mayoria de las especies para desarrollar en un
medio de alta acidez (pH 3 a 4).

g) La resistencia de los hongos y levaduras para desarrollar en concentraciones
de muchos antibioticos que resulten fuertemente inhibitorios para las bacterias
(Amador et al., 1993).

Sin merma en la exactitud y la precision, en las técnicas de preparacion de la
muestra y dilucion pueden utilizarse las mismas suspensiones preparadas para el
recuento de bacterias a partir del alimento. Incluso, asi para el recuento viable de
bacterias se emplean las técnicas de vaciado en placa, extension de superficie y
NMP, se ha sefalado recientemente, el éxito en su aplicacion para el recuento de
hongos. Los requerimientos nutricionales de los hongos en general no son muy
especializados y estrictos, desarrollan con facilidad en casi todos los medios simples
de laboratorio. Sin embargo, dada la lentitud en su crecimiento que demanda hasta
5 dias de incubacion, para evitar la interferencia de bacterias, suele adicionarse al
medio de cultivo un agente selectivo. Los mas utilizados son antibioticos de amplio
espectro con bacterias (aureomicina, cloranfenicol) o la acidificacién del medio con
un &cido organico. Los datos reportados por algunos autores muestran que con
estos artificios no suele encontrarse una diferencia significativa en los recursos al
utilizar diferentes medios de cultivo: agar papa dextrosa, agar extracto de malta, agar

libre de azucar, o agar cuenta estandar (Amador et al., 1993).
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En general, simultaneamente con el recuento de hongos puede realizarse el de las
levaduras ya que el medio de cultivo les proporciona también buenas condiciones
para su multiplicacion. Sin embargo, cuando se presenta un desarrollo excesivo de
hongos, dificilmente puede efectuarse el recuento de las colonias de levaduras. Si tal
es el caso y existe la necesidad de practicar su recuento lo recomendable es
preparar doble serie de dilucion e incubar una a 35° C durante 48 horas, lo que
permite desarrollar a las levaduras cuando los hongos adn no cubren las placas. Las
colonias de levaduras pueden aparecer sobre la superficie o en el seno de la gelosa
en el primer caso son circulares y de didmetro mayor; en el seno del medio suelen

aparecer estrelladas y algo mas pequeiias (Amador et al,, 1993).

Al contar las colonias de hongos en las placas se debe cuidar de individualizar cada
una debido a la confluencia ocasional en el desarrollo de las colonias cuyo centro no
existe o es dificilmente perceptible. Esto se elimina o disminuye cuando el recuento

se realiza en las primeras 72 horas de incubacién (Amador et al., 1993).



. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizaciéon y caracteristicas del sitio de muestreo

Los andlisis se llevaron a cabo en el laboratorio de Microbiologia de la Direccion de
Investigacion y Estudios de Postgrado del Instituto Tecnolégico de Sonora (ITSON).
Y en el comedor del ISSSTE de Ciudad Obregdén Sonora, con el fin de conocer la
calidad sanitaria de los alimentos elaborados y consumidos en dicho hospital.

3.1.1. Sitio de muestreo.

El muestreo se llevd a cabo en el comedor del ISSSTE de Ciudad Obregén, Sonora
que se encuentra ubicado en las calles Mayo y Tehuantepec. Dicho comedor se
encarga de elaborar los alimentos y servirlos para alimentar al personal que ahi

labora y a los enfermos que se encuentran hospitalizados.
3.1.2. Periodo de muestreo.
La presente investigacion se llevd a cabo en los meses, junio de 2002, a agosto de

2002, los muestreos se realizaron cada semana durante dos meses logrando asi un

total de 8 muestreos, recolectandose 32 muestras (Tabla 1).



Tabla 1. Fechas de muestreo

NUumero de muestreo Fecha de muestreo

2 17 de junio de 2002

4 2 de julio de 2002

6 16 de julio de 2002

8 14 de agosto de 2002

3.1.3. Caracteristicas de la muestra.

Las muestras que se analizaron son preparadas en el comedor de este hospital y se
eligié la mayoria de los platillos tratando de abarcar todos los tipos de comidas

ejemplo: (aguas frescas, carnes, cereales, productos marinos, pollo, etc.).

3.1.4. Recoleccién de la muestra.

Para la recolecciéon de las muestras se utilizaron recipientes estériles en los cuales
se depositdé aproximadamente 200 g o ml de muestra. Una vez tomada la muestra
se transportdé al Laboratorio de Microbiologia de la Direccion de Investigacion y
Estudios de Postgrado (DIEP) en donde se llevaron a cabo los andlisis para la

identificacion de Salmonella sp., determinacion de organismos coliformes fecales y

totales, recuento de organismos mesaofilos aerobios, hongos y levaduras.
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3.1.5. Tipos de muestras.

Algunos tipos de muestras analizadas fueron frijoles, sopa de repollo, carne molida,

sopa de arroz, ensaladas, enchiladas, cahuamanta, pollo en mole, aguas frescas de

cebada, jamaica, tang de naranja, entre otras.

3.2. Analisis bacteriolégico

A las muestras se les realizaron los siguientes analisis bacteriologicos:
e Aislamiento e identificacién por pruebas bioquimicas de Safmonella sp.
e Recuento de mesdfilos aerobios, hongos y levaduras por la técnica de
vaciado en placa.

e Determinacion de organismos coliformes totales y fecales por la técnica de

tubos de fermentacion multiple del Numero Mas Probable (NMP).

3.2.1. Aislamiento e identificacién por pruebas bioquimicas de Safmonella sp.

3.2.1.1. Preenriguecimiento.

Para el aislamiento de Salmonella se utilizaron matraces de 225 ml de caldo lactosado

al cual se le agregaron asépticamente 25 ml de muestra, los cuales se incubaron
durante 24 horas a 35-37°C. Después de este tiempo se coloc6 1 ml del caldo
lactosado en un tubo con 10 ml de caldo selenito-cistina, el cual se incubé a 35-37°C
por 24 horas.
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3.2.1.2. Aislamiento e identificacién tipica de Salmonella sp.

Los tubos con caldo selenito-cistina se sembraron por estrias en agar Mac Conkey, y
se incubaron a 35-37°C durante 24 horas, y a las colonias que se desarrollaron se
Irealiz6 una resiembra nuevamente en el mismo medio para obtener colonias puras,

y a partir de ellas se realizaron pruebas bioguimicas para su identificacion.

3.2.2. Determinacion de organismos coliformes totales por la técnica de tubos
de fermentacion multiple del NUmero Mas Probable (NMP).

3.2.2.1. Prueba presuntiva.

En esta prueba se utilizaron como medio caldo lauril sulfato, en el cual se hacen
diluciones de 10" hasta 10 de la muestra y con esta se inocularon los tubos por
triplicado de cada una de las diluciones que contienen 10 ml del medio, con
campanas de Durham. Después de inocularlos, los tubos se incubaron a 35-37°C por
24-48 horas. A las 48 horas los tubos en los que se produce gas y turbidez se
consideraron como positivos, lo cual se aprecia cuando se forman burbujas en las
campanas de Durham. Se recomienda que antes de incubar se verifique que las
campanas no tengan burbujas con el fin de evitar falsos positivos. Los tubos positivos

en los que no se producen gas se consideraron negativos y se descartaron.

3.2.2.2. Prueba confirmativa.

A partir de los tubos en los cuales dieron positiva la prueba presuntiva, se inocularon
dos asadas en los tubos que contenian 10 ml de caldo bilis verde brillante con
campanas Durham. Se incubaron a 35-37°C por 24-48 horas y se consideran

positivos los tubos en los que se obtuvo la presencia de gas y turbidez.
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La produccién de gas y turbidez en el caldo bilis verde brillante es una confirmacion

de la presencia de organismos coliformes en la muestra analizada.

3.2.2.3. Determinacién del NMP de coliformes totales.

Los resultados de las pruebas para organismos totales se expresan por la técnica del
NUumero mas Probable (NMP). A cada una de las series se les determina el nimero
de tubos que fueron positivos con turbidez y produccion de gas en caldo bilis verde

brillante obteniendo los resultados por medio de las tablas (prueba confirmativa).

3.2.3. Determinacion de organismos fecales por la técnica de tubos de

fermentacién mualtiple.

3.2.3.1. Prueba presuntiva.

La prueba presuntiva para la determinacion de coliformes fecales es exactamente

igual que la utilizada para los coliformes totales.

3.2.3.2. Prueba confirmativa.

Se procede igual que para coliformes totales con la diferencia de que en este caso se
empled caldo EC, el cual es especifico para la recuperacion de E. coli. Ademas, la
incubacion se realiza en el bafio Maria a una temperatura de 44.5°C durante 18-24
horas. Igualmente se considera positiva la prueba al observar turbidez en el medio y

produccion de gas en la campana de Durham.

3.2.3.3. Determinacion del NMP de coliformes fecales.

Los resultados de las pruebas para organismos fecales se expresan por la técnica

del NUumero Més Probable (NMP). A cada una de las series se les determina el
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namero de tubos que fueron positivos con turbidez y produccion de gas en caldo EC,
obteniendo los resultados por medio de las tablas (prueba confirmativa).

3.2.4. Recuento de hongos y levaduras por la técnica de vaciado en placa.

Para determinar hongos y levaduras se utilizé la técnica de vaciado en placa, de
cada dilucién se coloc6 1 ml en las cajas petri estériles y posteriormente se le agrego
al agar dextrosa de papa, fundido y mantenido entre 43 y 45°C, enseguida se
homogenizo6 y se dejo solidificar. Una vez solidificado, las cajas son invertidas y se
incubaron a 30°C durante 4 dias y se realizaron recuentos diarios en contador de
colonias Quebec, para determinar las UFC/ml o gramo de muestra. se seleccionaron
las cajas con un rango de 20 a 200 colonias por placa, y el nimero de colonias se
multiplicé por la inversa del factor de dilucién correspondiente a la caja petri contada
y se reportd6 como Unidades Formadoras de Colonias por mililitro o gramo de
muestra (UFC/ml o g) segun sea el caso.

3.2.5. Recuento de organismos mesofilos aerobios por la técnica de vaciado en

placa.

La cuenta total viable se realizé por el método de vaciado en placa. Primeramente
se homogenizé la muestra en la licuadora por un minuto, después se formaron las
diluciones. Se tomaron 10 ml de la muestra y se agregaron a un frasco de dilucion
que contiene 90 ml de solucién de fosfatos obteniendo asf la dilucién 10™. Se agit6
la muestra vigorosamente alrededor de 25 veces con el fin de lograr una completa
homogenizacion; de esta dilucion se tom6 1 ml y se agregé a un tubo que contiene 9
ml de la misma solucién obteniendo asi la dilucién 10; y asi sucesivamente hasta
obtener la dilucién 10, De cada una de las diluciones se agregé 1 ml a cajas petri
estériles y se agregaron de 15 a 20 ml de agar estandar métodos, se homogenizé la

muestra con el agar y se dejo solidificar el medio. Una vez solidificado el medio, se
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incubaron invertidas a 37°C durante 24 a 48 horas, pasando este tiempo se realiza
el conteo de las colonias en un contador Quebec.

El reporte del resultado de bacterias mesofilicas aerdbicas se expresa en Unidades
Formadoras de Colonias por mililitro o gramo de muestra ( UFC/mlo g);
se seleccionaron las cajas petri que se encuentren en el intervalo de 25 a 250
colonias y el numero de colonias se multiplica por la inversa del factor de dilucion

correspondiente a la placa contada.

3.2.6. Pruebas bioquimicas para identificacion de Salmonella sp.

A continuacién se enlistan y explican cada una de las pruebas bioquimicas

realizadas a las colonias puras aisladas en sus respectivos medios.

Agar TSI.- Es un medio diferencial muy usado en la diferenciacion de
Enterobacterias patdégenas, ya que determinan la capacidad de un organismo de
atacar un carbono incorporado en un medio de crecimiento basico, con produccion o
no de gases, junto con la produccion de acido sulfhidrico. Esto permite el

reconocimiento y exclusion de ®roteus, Hafnia y Providencia, no fermentan la lactosa o

lo hacen muy lentamente y si en cambio fermentan la sacarosa con bastante rapidez,

lo cual permite excluir a este grupo de bacterias como Salmonella y Shigella (Leon,

1997).

Caldo urea.- Este medio se utliza para la identificacion de bacterias,

particularmente para diferenciar los miembros del género ®Proteus de la Salmonella y
Shigella, se fundamenta en la capacidad que tiene el primer género de producir

ureasas que le permitan utilizar el nitrégeno de la urea. El medio se siembra por

asada simple a partir de la colonia en estudio, el color del medio es rosa palidoy la
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reaccion positiva se observa por viraje a rojo-violeta (McFADDIN, 1984).

Caldo RM-VP.- (1) .- Prueba rojo de metilo.- Esta prueba se realiza con la finalidad
de comprobar la capacidad de un microorganismo de producir y mantener estables
los productos terminales &cidos de la fermentacion de la glucosa y vencer la
capacidad amortiguadora del sistema. EI medio se siembra por asada simple, la
reaccion es positiva cuando el cultivo es lo suficientemente acido como para permitir
que el rojo de metilo mantenga un definido color rojo en la superficie del medio. Y
negativo cuando tienen un color amarillo en la superficie del tubo, sera reaccion
retardada cuando se presente un color naranja en la superficie. Para hacer la lectura

de esta reaccidn es necesario tener de 3 a 5 dias de incubacion de los tubos.

Prueba de Voges-Proskauer.- Con esta prueba se trata de determinar la capacidad
de algunos microorganismos de producir un producto final neutro, el
acetilmetilcarbinol (acetoina), a partir de la fermentacién de la glucosa. La reaccion
es positiva cuando aparece un color rojo en la superficie del tubo, después que ha
sido adicionado con 0.6 ml de naftol y 0.4 ml de KOH al 40% y negativa cuando tiene
un color amarillo o cobrizo en la superficie (McFADDIN, 1984).

Agar de Hierro y Lisina.- Este medio se utiliza para determinar la descarboxilacion y
desaminacion de la lisina. La primera reaccion se lleva a cabo en anaerobiosis y la
segunda en aerobiosis, el medio se inocula por picadura y por estria en la superficie
del mismo. La interpretacion de los resultados es la siguiente: descarboxilacion
positiva: fondo color purpura; descarboxilacion negativa: fondo color amarillo;
desaminacion positiva: superficie del tubo color roja; desaminacion negativa:

superficie del tubo color purpura sin cambio (McFADDIN, 1984).
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Agar Citrato de Simmons.- Se utiliza para determinar la capacidad de una cepa de
aprovechar el citrato como unica fuente de carbono, provocando alcalinidad. Esta

prueba ayuda a la diferenciacion de algunas Enterobacterias como Edwardsiella que
es negativa y Serratia y Klebsiella que son positivas. Este medio es inoculado por

picadura en el fondo y por estria en la superficie, la reaccion positiva se puede
observar por un cambio de color en el medio de verde a azul intenso; la prueba sera

negativa cuando el medio permanezca sin cambio en el color (McFADDIN, 1984).

Medio MIO.- La utilizacién de este medio es con el fin de observar movilidad,
produccion de indol y descarboxilacion de la ornitina; para lo cual se siembra por
picadura y se incuba durante 24 horas a 37°C . Los criterios se deben de seguir para
determinar la interpretacion de los resultados son los siguientes: Movilidad. Esta
prueba sera positiva cuando se observa turbidez en el fondo del medio y negativa
cuando solo se observa crecimiento en la picadura. Descarboxilaciéon de la
Ornitina. Esta reaccion solo se lleva a cabo en anaerobiosis, por lo que la prueba
sélo se lee en el fondo del tubo. La prueba sera positiva cuando se observe un
cambio de color en el medio de violeta a purpura y negativa cuando se presente un
cambio de color amarillo. Indol. Este compuesto es el producto final de la
degradacion del triptofano y se pone de manifiesto al agregar 5 gotas del reactivo de
kovacs al medio que fue inoculado e incubado por 24 horas. La reaccion es positiva
cuando se forma un anillo rojo y negativa cuando se forma un anillo amarillo
(McFADDIN, 1984)

Medio basal OF.- Es uno de los medios mas importantes para el estudio de bacilos
no fermentadores de carbohidratos, permite conocer si el germen en cuestidén oxida,
fermenta o ataca al carbohidrato agregado al mismo ( en este caso se emplea
glucosa). Para esto se inoculan dos tubos por picadura profunda, se agrega a uno de
ellos una capa fina de aceite mineral (1 ml) se incuban ambos a 37° C durante 48

horas, se puede observar la produccion de &cido por el cambio al color amarillo del
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medio. La aparicion del color amarillo a ambos tubos: carbohidrato fermentado.
Degradacion fermentativa. Cambio Unicamente en el tubo que no contiene aceite.
Degradacion oxidativa. Sin cambio en ninguno de los tubos: microorganismos

inertes, el carbohidrato no ha sido fermentado ni oxidado (McFADDIN, 1984).

Gelatina Nutritiva.- Se usa principalmente para la identificacion de cultivos puros de
bacterias que no son especialmente delicadas en cuanto a sus requerimientos
nutritivos. La licuefacciéon de la gelatina es una prueba esencial para la identificacion
de bacilos entéricos. Ayuda en la identificacion de Enterobacterias. La prueba
consiste en enfriar durante 20 minutos los tubos que fueron inoculados
anteriormente, si la gelatina permanece sélida, la reaccién es negativa y si se licua

entonces es positiva, la inoculacion se realiza mediante una asada (Merck, 1982).

Medio SIM.- Es util para la identificacion de bacilos entéricos. La reaccion de
sulfuros se indica por el ennegrecimiento del medio a lo largo de la linea de
inoculacion. Su alto contenido de triptéfano en la peptona trypticase lo hace ideal
para la produccion de indol. La movilidad se manifiesta por la presencia de turbidez
alrededor de la picadura o en todo el tubo y la no movilidad cuando hay crecimiento
solamente en la picadura. Para la determinacién del indol se agregan cinco gotas
de reactivo de kovacs, la prueba se considera positiva si aparece un anillo color
purpura en la superficie (McFADDIN, 1984).

Caldo malonato modificado.- Los microorganismos como los miembros del género
Aerobactery Klebsiella y la mayor parte de las cepas de Arizona que son capaces de
utilizar el malonato del medio sintético como una fuente de energia producen una
reaccion alcalina durante su desarrollo y cambian de color del medio a azul.

Después de la inoculacién los bacilos de los géneros Escherichia, Salmonella y
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Serratia son incapaces de utilizar el malonato por lo que el medio no cambia de color.

El caldo se inocula con la cepa por medio de una asada, y se incuba a 37° C durante
48 horas (Leon, 1997).



RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis microbioldgico

Este estudio se realizé durante el periodo comprendido de junio-agosto de 2002, se
analizaron un total de 32 muestras de diferentes platillos cocinados y frescos, a los
cuales se les determind: recuento de microorganismos mesofilos aerobios en placa,
presencia de organismos coliformes totales y fecales, grado de contaminacién por

hongos y levaduras, asi como Salmonella sp, mediante el aislamiento e identificacion

por pruebas bioguimicas. Los resultados obtenidos de la presente investigacion se

presentan a continuacion.

4.1.1 Aislamiento e identificacion de Salmonella.

No se encontré la presencia de Salmonella sp (Tabla 2) en el total de las muestras
analizadas. Esto indica que el 100% de las muestras son aceptables por no existir
riesgo de infecciones alimentarias, en lo que respecta a este parametro, para el

consumidor ya que la norma (NOM-093-SSA1-1994) indica total ausencia.
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Tabla 2. Aislamiento e identificacion de Salmonella en alimentos procedentes del

comedor del hospital del ISSSTE en el periodo junio-agosto de 2002.

. Sopa de repollo

. Frijoles

. Jamaica

. Frijoles

. Tang de Naranja

. Frijoles

. Jamaica

. Pollo en achiote

. Jamaica

. Frijoles

1. Frijoles

3. Ensalada de atlin

1.Frijoles

3. Enchiladas

1. Pollo en mole

3. Arroz

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente
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4.1.2 Namero mas probable de (NMP) de coliformes totales y fecales.

Los recuentos de organismos coliformes permiten evaluar los riesgos de
contaminacion en los alimentos. Como se puede observar en la Tabla 3, sélo 2 de
23 muestras cocinadas analizadas se encuentran fuera del rango dictado por la
norma (NOM-093-SSA1-1994) la cual indica, para coliformes totales, menos de 10
NMP/g o ml. De esta forma, el 91.4% de las muestras estan dentro de los limites
establecidos. El 8.6% restante que sobrepasa la norma, esta asociado a un
defectuoso saneamiento y a un posible deficiente tratamiento térmico. En cuanto a
las aguas preparadas los 8 casos analizados se encuentran dentro del rango dictado
por la norma antes mencionada la cual indica, para coliformes totales, 100 NMP/g o
ml, esto quiere decir que el 100% estan dentro del rango establecido. Respecto a la
ensalada de atun, ésta sobrepasa el limite ya que la norma no indica parametros
para este conteo de coliformes totales en ensaladas pero fue demasiado alto no
alcanz6 a ser contado, este fue >1,100 NMP/g o ml. Por los porcentajes
mencionados los alimentos no representan un peligro para el consumidor ya que
solo 3 de 32 muestras no cumplen con dicha norma, o sea que el 90.6% de las

muestras son aceptables.

En lo que respecta a coliformes fecales la norma no indica parametros para el conteo
de estos en la mayoria de los alimentos; solo en el caso de la ensalada de atun
(Tabla 3) que la norma (NOM-093-SSA1-1994), indica para coliformes fecales 100
NMP/g o ml, y se sobrepasé el limite con >1,100 NMP/g o ml. Tomando en cuenta
que 5 de los 32 alimentos analizados se presentaron cuentas que van de 4 a >1,100
NMP/g o ml, el 84.4% de las muestras fueron negativas y el 15.6% presentaron
incidencia; Sin embargo la ausencia de este microorganismo, ya que Su presencia
indica una reciente contaminacion de origen fecal, lo cual representa peligro para el
consumidor. aun asi se puede decir que los alimentos se encuentran en buen estado

ya que son muy pocas las muestras que no cumplen este parametro.
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Tabla 3. Determinacion de organismos coliformes totales y fecales en alimentos

procedentes del comedor del hospital del ISSSTE en el periodo junio-agosto de
2002.

. Sopa de repollo
. Frijoles
. Jamaica
. Frijoles
. Tang de Naranja
. Frijoles
. Jamaica
. Pollo en achiote
. Jamaica
3. Frijoles

1. Frijoles

3. Ensalada de atin
1.Frijoles
3. Enchiladas
1. Pollo en mole

3. Arroz

>1,100

40

>1,100

40
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4.1.3 Recuento de hongos y levaduras.

Para las muestras analizadas la norma no indica el limite permisible de hongos y
levaduras, so6lo se observa (Tabla 4) una muestra que arroja un conteo elevado
178,000 UFC/g o ml, esto en la ensalada de atun porque el ingrediente principal fue
la lechuga pero no se considera significativo. Por otra parte, las demas muestras
presentan un conteo que van desde las 10 UFC/g o ml a 7,500 UFC/g o ml, que es
considerado como un conteo bajo y otros intermedios que van de 10,000 UFC/g o ml
a 61,000 UFC/g o ml.

Los hongos y las levaduras en los alimentos producen diversas alteraciones y
generan toxinas con numerosos efectos en animales y en el hombre. En este caso, la
presencia cuantitativa puede asociarse a deficientes e inadecuadas desinfecciones
en la lechuga de la ensalada de atun y también cabe mencionar a la composicién
nutrimental de dichos alimentos como en este caso los azUcares en las aguas

preparadas.
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Tabla 4. Recuento de hongos y levaduras en alimentos procedentes del comedor del

hospital del ISSSTE en el periodo junio-agosto de 2002.

. Sopa de repollo
. Frijoles
. Jamaica
. Frijoles
. Tang de Naranja
. Frijoles
. Jamaica
. Pollo en achiote
. Jamaica
. Frijoles

Frijoles

1.

3. Ensalada de atin

1.Frijoles
3. Enchiladas
1. Pollo en mole

3. Arroz

140

= a1

290

[N
o

10000

176000

7500

10

1000

|o|
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4.1.4 Recuento de organismos mesoéfilos aerobios.

Los resultados del conteo se expresaron en unidades formadoras de colonia por
gramo (UFC/g o ml), en los cuales se encontraron recuentos que van desde 0 UFC/g
o ml hasta 168,000 UFC/g o ml (Tabla 5) en donde el 96.8% del total de las muestras
se encuentra dentro de la norma establecida (NOM-093-SSA1-1994) la cual sefiala
que la cuenta total de mesdéfilos aerobios no debe de pasar de 150,000 UFC/g o ml.
Lo anterior indica que las condiciones higiénicas y de manejo del alimento han sido
las adecuadas, y en lo que respecta a este parametro los alimentos son
considerados como aptos para consumo humano. Con excepcion de la ensalada de
atun la cual sobrepas6 los limites permisibles por la norma, esto probablemente
debido a condiciones defectuosas de higiene al momento de lavar la lechuga
que fue el principal ingrediente de esta ya que se supone no se llevo una adecuada
desinfeccidén antes de preparar el alimento pero la cual no es significativa ya que no

es muy alta la cuenta.
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Tabla 5. Recuento de organismos mesofilos aerobios en alimentos procedentes del

comedor del hospital del ISSSTE en el periodo junio-agosto de 2002.

. Sopa de repollo
. Frijoles
. Jamaica
. Frijoles
. Tang de Naranja
. Frijoles
. Jamaica
. Pollo en achiote
. Jamaica
. Frijoles
1. Frijoles

Ensalada de atlin

g

1.Frijoles

3. Enchiladas

1. Pollo en mole

3. Arroz

10

130

370

0

11000

168000

7500

10

24000



CONCLUSIONES

En relacién al aislamiento e identificacion de Salmonella sp, no se encontr6

presencia de dicha bacteria asi que el 100% de las muestras cumplen con los

parametros establecidos.

Para coliformes totales el 90.6% de las muestras cumple con los limites

permisibles.

En cuanto al NMP de coliformes fecales el 84.4% no presenta incidencia
mientras que el 15.6% del total de las muestras presenta incidencia que es

considerada como minima.

Se presentd una cuenta alta de hongos esto fue en la ensalada de atun esto

se debe a que la lechuga era el ingrediente principal.

Con respecto a bacterias mesofilicas aerobias el 96.8% cumplen con las

normas establecidas .

La calidad sanitaria de los alimentos elaborados y consumidos en el hospital
del ISSSTE de Ciudad Obregén, Sonora, es de buena calidad segun las
Normas Oficiales Mexicanas, ya que no representan riesgos a la salud de los

consumidores.



e Por Ultimo es rechazada la hipétesis ya que la calidad sanitaria de los
alimentos es aceptable y se encuentra dentro de las Normas Oficiales

Mexicanas.



RECOMENDACIONES

Desinfectar bien la lechuga antes de preparar los alimentos, esto puede ser
con concentraciones adecuadas de iodo y tiempo de contacto suficiente para

inhibir la flora microbiana.

Utilizar buenas temperaturas tanto de almacenamiento como de coccion para

evitar la proliferacién de los microorganismos.

Continuar con buenas practicas de higiene y tomar algunas medidas

correctivas para el manejo de los alimentos.

Es importante que se de una educacion a los manipuladores de los alimentos
en relacion al cuidado higiénico en la elaboracion de los mismos, asi como

implementar buenos hébitos de elaboracion de alimentos.

Monitorear periddicamente la calidad de los alimentos, asi como la higiene del

lugar donde se elaboran y consumen los alimentos.
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ANEXOS



NORMAS OFICIALES MEXICANAS

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-092-SSA1-1994, BIENES Y SERVICIOS.
METODO PARA LA CUENTA DE BACTERIAS AEROBIAS EN PLACA.

8. Preparacion de la muestra

Para la preparacién de la muestra seguir la NOM-110-SSA1-1994, Preparacion y
Dilucion de Muestras de Alimentos para su Analisis Microbioldgico.

9. Procedimiento

9.1 Distribuir las cajas estériles en la mesa de trabajo de manera que la inoculacion;
la adicion de medio de cultivo y homogenizacién, se puedan realizar comoda y
libremente. Marcar las cajas en sus tapas con los datos pertinentes previamente a su
inoculacion y correr por duplicado.

9.2 Después de inocular las diluciones de las muestras preparadas segun la NOM-
110-SSA1-1994, Preparacion y Dilucion de Muestras de Alimentos para su Analisis
Microbiologico, en las cajas Petri, agregar de 12 a 15 ml del medio preparado,
mezclarlo mediante 6 movimientos de derecha a izquierda, 6 en el sentido de las
manecillas del reloj, 6 en sentido contrario y 6 de atras a adelante, sobre una
superficie lisa y horizontal hasta lograr una completa incorporacién del inéculo en el
medio; cuidar que el medio no moje la cubierta de las cajas. Dejar solidificar.

9.3 Incluir una caja sin inoculo por cada lote de medio y diluyente preparado como
testigo de esterilidad.

9.4 El tiempo transcurrido desde el momento en que la muestra se incorpora al
diluyente hasta que finalmente se adiciona el medio de cultivo a las cajas, no debe
exceder de 20 minutos.

9.5 Incubar las cajas en posicion invertida (la tapa hacia abajo) por el tiempo y la
temperatura que se requieran, segun el tipo de alimento y microorganismo de que se
trate, véase el cuadro 1.



CUADRO 1

Grupo Bacteriano Temperatura Tiempo de Incubacion
Termofilicos aerobios 55 + 2°C 48 £ 2 h

Mesofilicos aerobios* 35+ 2°C 48 + 2 h

Psicrotroficos 20 + 2°C 3 - 5 dias

Psicrofilicos 5 + 2°C 7 - 10 dias

9.6 En la lectura seleccionar aquellas placas donde aparezcan entre 25 a 250 UFC,
para disminuir el error en la cuenta.

9.7 Contar todas las colonias desarrolladas en las placas seleccionadas (excepto las
de mohos y levaduras), incluyendo las colonias puntiformes. Hacer uso del
microscopio para resolver los casos en los que no se pueden distinguir las colonias
de las pequefas particulas de alimento.

10. Expresion de resultados
10.1 Célculo del método.

10.1.1 Después de la incubacion, 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 s6lo
una dilucién estéa en el intervalo apropiado, véase el cuadro 2, ejemplo 1. Calcular la
cuenta promedio por gramo o mililitro de dicha dilucién y reportar.

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

10.1.3 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:

10.1.3.1 Placas con menos de 25 colonias.- Cuando las placas corridas para la
menor dilucibn muestran cuentas de menos de 25 colonias, contar el nimero de
colonias presentes en dicha dilucion, promediar el nimero de colonias y multiplicar
por el factor de dilucién para obtener el valor estimado de cuenta en placa. Aclarar en
su informe esta situacion agregando la leyenda "valor estimado”, véase el cuadro 2,
ejemplo 3.

10.1.3.2 Placas con mas de 250 colonias.- Cuando el numero de colonias por placa
exceda de 250, contar las colonias en aquellas porciones de la placa que sean
representativas de la distribucion de colonias. Contar por ejemplo, una cuarta parte o
una mitad del area de la caja y multiplicar el valor obtenido por 4 6 2,
respectivamente. Si solamente pueden contarse algunos cuadros, considerar que el



fondo de una caja Petri de 100 mm de didmetro contiene 65 cuadros de la cuadricula
del contador. Aclarar en el informe esta situacibn agregando la leyenda "valor
estimado”, véase el cuadro 2, ejemplo 4.

10.1.3.3 Colonias extendidas.- Las colonias extendidas pueden presentarse en las
siguientes formas:

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

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

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

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

10.1.3.3.5 Cuando es necesario contar en cajas que contienen colonias extendidas
que no estan incluidas en 10.1.3.3.4, contar cualquiera de los tipos 10.1.3.3.1,
10.1.3.3.2 6 10.1.3.3.3, como provenientes de una sola fuente. En el caso de las
colonias del tipo 10.1.3.3.1, 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 10.1.3.3.2 y 10.1.3.3.3 generalmente
se observan como crecimiento diferenciable de otras colonias y se cuentan como
tales. Los crecimientos tipo 10.1.3.3.4, reportarlos como crecimiento extendido. En
caso de que una dilucidn se encuentre dentro del rango y otra diluciébn presente
colonias de crecimiento extendido, reportar la dilucién en la que se pueden contar las
colonias, véase el cuadro 2, ejemplo 5

10.1.4 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, véase el cuadro 2, ejemplo 6.

10.1.5 Placas corridas por duplicado, una con crecimiento dentro del intervalo
adecuado y otra con mas de 250 colonias.- Cuando una placa tiene entre 25 y 250
colonias y su duplicado mas de 250 colonias, contar ambas placas incluyendo la que
estd fuera del intervalo para determinar la cuenta en placa, véase el cuadro 2,
ejemplo 7.

10.1.6 Placas corridas por duplicado, una placa de cada dilucion dentro del intervalo
de 25 a 250 colonias.- Cuando una placa dentro de diferentes diluciones contiene el
namero de colonias especificadas en el intervalo, contar el nimero de colonias de las
cuatro placas para calcular la cuenta en placa, véase el cuadro 2, ejemplo 8.

10.1.7 Placas corridas por duplicado, ambas placas de una dilucion dentro del
intervalo de 25 a 250 y s6lo una de la otra dilucion dentro del mismo. Contar las



cuatro cajas incluyendo aquélla con menos de 25 o mas de 250 colonias, para
calcular la cuenta en placa, véase el cuadro 2, ejemplo 9.

10.1.8 Después de contabilizar las colonias en las placas seleccionadas, multiplicar
por la inversa de la dilucién para obtener el numero 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 nUmero 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 0 menos,
reemplazar el tercer digito con cero y el segundo digito mantenerlo igual (Por
ejemplo: 2417 a 2400):

11. Informe de la prueba

Reportar como: Unidades formadoras de colonias, UFC/g o ml, de bacterias
aerobias en placa en agar triptona extracto de levadura o agar para cuenta estandar,
incubadas horas a °C.

NOM-093-SSA1-1994. BIENES Y SERVICIOS. PRACTICAS DE HIGIENE Y
SANIDAD EN LA PREPARACION DE ALIMENTOS QUE SE OFRECEN EN
ESTABLECIMIENTOS FIJOS.

APENDICE INFORMATIVO B
B. DE LAS ESPECIFICACIONES SANITARIAS
1. Especificaciones microbioldgicas en alimentos

Los alimentos preparados podran ser sujetos a analisis especiales. La investigacion
de microorganismos patdogenos especificos dependera de los ingredientes
adicionados.

1.1 Ningan alimento preparado debe contener microorganismos patégenos.

1.2 Los limites microbiolégicos basicos maximos permisibles para diferentes
alimentos, se sefialan a continuacion:

1.2.1 Salsas y purés cocidos. Cuenta total de mesofilicos aerobios 5 000 UFC/g,
coliformes totales 50 UFC/g.

1.2.2 Mayonesas, salsas tipo mayonesa, aderezo. Cuenta total de mesofilicos
aerobios 3 000 UFC/g, cuenta de mohos 20 UFC/g, cuenta de levaduras 50 UFC/g.

1.2.3 Ensaladas:

1.2.3.1 Rusas, mixtas cocidas. Cuenta total de mesofilicos aerobios 100 000 UFC/g,
coliformes totales < 100 UFC/g.

1.2.3.2 Verdes. Crudas o de Frutas. Cuenta total de mesofilicos aerobios 150 000
UFCl/g, coliformes fecales 100/g.



1.2.4 Alimentos cocidos como:

Carnes de mamiferos, aves, pescados, mariscos, crustaceos, moluscos bivalvos, etc.
Cuenta total de mesofilicos aerobios 150 000 UFC/g, coliformes totales < 10 UFC/g.

1.2.5 Postres no lacteos. Cuenta total de mesofilicos aerobios 5 000 UFC/g,
coliformes totales 10 UFC/g.

1.2.6 Postres lacteos como son: pastel de crema, dulce de leche, gelatina de leche,
flan. Cuenta total de mesofilicos aerobios 100000 UFC/g, coliformes totales < 100
UFC/g o ml, Staphylococcus aureus < 100 UFC/g o ml.

1.2.6.1 Helados. Cuenta total de mesofilicos aerobios 200 000 UFC/g, coliformes
totales 100 UFC/g o ml, Safmonella ausente en 25 g.

1.2.6.2 Yogurth. Coliformes totales 10 UFC/g o ml, mohos 10 UFC/g o ml, levaduras
10 UFC/g.

1.2.8 Agua y hielo potable. Cuenta total de mesofilicos aerobios 100 UFC/ml,
coliformes totales < 2 NMP/100 ml.

1.2.9 Aguas preparadas. Cuenta total de mesofilicos aerobios 150 000 UFC/g o ml,
coliformes totales 100/g y coliformes fecales negativo.

1.3 Todos los alimentos que no se preparen dentro del establecimiento pero que se
manipulen para su servicio deberdn cumplir con las especificaciones microbioldgicas
que se sefialen en las normas correspondientes.

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-110-SSA1-1994, BIENES Y SERVICIOS.
PREPARACION Y DILUCION DE MUESTRAS DE ALIMENTOS PARA SU
ANALISIS MICROBIOLOGICO.

8. Procedimiento
8.1 Preparacion de la dilucién primaria.
8.1.1 A partir de muestras liquidas:

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

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

Para la parte liquida de una muestra heterogénea la cual sea considerada
suficientemente representativa de la muestra total (por ejemplo la fase acuosa de
grasas animales y vegetales).



8.1.1.1 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
ésta, evitando el contacto entre la pipeta y el diluyente.

8.1.1.2 Siempre que la cantidad de muestra lo permita, tomar alicuotas mayores, por
ejemplo volimenes de 10 u 11 ml, diluidos con 90 o 99 ml, de la misma forma que se
describio anteriormente

8.1.2 A partir de muestras solidas o semisolidas.

Las muestras sdlidas y semisélidas 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.

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

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

8.1.2.3 Operar la licuadora o el homogeneizador peristaltico de 1 a 2 minutos hasta
obtener una suspension completa y homogénea segun se indique en la técnica
correspondiente para cada alimento. Aun en los equipos mas lentos, este tiempo no
debe exceder de 2,5 minutos.

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

Cuando la dilucion 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 so6lo cuando exista evidencia (publicada o
por ensayos comparativos) de que los resultados obtenidos no difieren
significativamente con aquellos obtenidos con licuadora.

8.2 Preparacion de las diluciones decimales adicionales.

8.2.1 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.

8.2.2 Mezclar cuidadosamente cada botella de diluyente siempre de la misma
manera que se describe en 8.1.1.1.

8.2.3 La seleccion 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 a los resultados de analisis previos y de la informacién que se obtenga del
personal de inspeccion que la haya colectado. En ausencia total de informacién,
trabajar con las diluciones de la primera a la sexta.

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

8.2.5 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 una area de
la caja Petri sin liquido.

8.2.6 Mientras se afora el liquido de la pipeta, la punta de ésta debe apoyarse en el
interior del cuello del frasco y mantenerla en posicion 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 o0 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:

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

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 numero especificado de colonias en la Norma Oficial Mexicana correspondiente.

8.3 Duracion del procedimiento.

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

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-111-SSA1-1994, BIENES Y SERVICIOS.
METODO PARA LA CUENTA DE MOHOS Y LEVADURAS EN ALIMENTOS.

6. Reactivos y materiales
6.1 Reactivos

Los reactivos que a continuacion se mencionan deben ser de grado analitico y
cuando se indique agua debe entenderse como agua destilada.

6.1.1 Medios de cultivo.
Agar papa - dextrosa, comercialmente disponible en forma deshidratada.

Preparacion del medio de cultivo.



Segquir instrucciones del fabricante y después de esterilizar, enfriar en bafio de agua
a 45 + 1°C, acidificar a un pH de 3,5 + 0,1 con &cido tartarico estéril al 10%
(aproximadamente 1,4 ml de &cido tartarico por 100 ml de medio). Después de
adicionar la solucion, mezclar y medir el pH con potenciémetro. Dejar solidificar una
porcién del medio. Hacer esto en cada lote de medio preparado.

A fin de preservar las propiedades gelificantes del medio, no calentar después de
agregar el acido tartarico.

6.1.2 Soluciones.

6.1.2.1 Solucion reguladora de fosfatos (solucién concentrada)
FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES

Fosfato de potasio monobasico 34,0 g

Agua 1,0 |

Preparacion:

Disolver el fosfato en 500 ml de agua y ajustar el pH a 7,2 con hidréxido de sodio 1
N.

Llevar a 1,0 | de agua.

Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Conservar en refrigeracion (solucion
concentrada).

Tomar 1,25 ml de la solucion concentrada y llevar a 1,0 | con agua (solucién de
trabajo).

Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml segun se requiera.
Esterilizar a 121 + 1°C durante 15 minutos.

6.1.2.2 Solucion estéril de &cido tartarico al 10%
FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES

Acido tartarico 10,0 g

Agua destilada 100,0 mi

Preparacion:

Disolver el &cido en el agua y esterilizar a 121 + 1,0 °C por 15 minutos o por filtracion
a través de membrana de 0,45 pm.



6.2 Materiales.

Pipetas bacteriol6gicas para distribuir 10 y 1 ml (o si es necesario de 1 mly 2 ml),
con tapon de algoddn. Pueden utilizarse pipetas graduadas en volumenes iguales a
una décima de su volumen total.

Cajas Petri.
Frascos de vidrio de 250 ml con tapon de rosca.
Tubos de 16 x 150 mm con tapdn de rosca.

Utensilios esterilizables para la obtencion de muestras: cuchillos, pinzas, tijeras,
cucharas, espétulas, etc.

Todo el material e instrumentos que tengan contacto con las muestras bajo estudio,
deben esterilizarse mediante:

Horno, durante 2 h de 170 a 175°C o por 1h a 180°C o autoclave, durante 15 minutos
como minimo a 121 + 1,0°C.

7. Aparatos e instrumentos
Horno para esterilizar que alcance una temperatura minima de 170°C.

Incubadora con termostato que pueda ser mantenido a 25 + 1,0°C provista con
termdémetro calibrado.

Autoclave que alcance una temperatura minima de 121 + 1,0°C.

Bafilo de agua con control de temperatura y circulacibn mecénica, provista con
termOmetro calibrado con divisiones de 0,1°C y que mantenga la temperatura a 45 +
1,0°C

Esta Norma se complementa con lo siguiente:

NOM-109-SSA1-1994 Procedimientos para la toma, manejo y transporte de muestras
de alimentos para su analisis microbioldgico.*

NOM-110-SSA1-1994 Preparacion y dilucibn de muestras de alimentos para su
andlisis microbiologico.*

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



NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-112-SSA1-1994, BIENES Y SERVICIOS.
DETERMINACION DE BACTERIAS COLIFORMES. TECNICA DEL NUMERO MAS
PROBABLE.

8. Preparacion de la muestra

Las muestras deben prepararse y diluirse, siempre que sea posible, de acuerdo a la
NOM-110-SSA1-1994. Preparacion y Dilucion de Muestras de Alimentos para su
Andlisis Microbioldgico.

9. Procedimiento
9.1 Para agua potable y hielo
9.1.1 Prueba presuntiva

9.1.1.1 Inoculacién. Agitar la muestra. Transferir volumenes de 10 ml de muestra a
cada uno de 5 tubos con 20 ml de caldo lactosado de mayor concentraciony 1,0 mly
0,1 ml de muestra a cada uno de los tubos de las series de 5 respectivamente con 10
ml de caldo lactosado de concentracion sencilla o caldo lauril sulfato triptosa con
parpura de bromocresol. (Ver punto 6.1.2)

9.1.1.2 Incubacién. Incubar los tubos a 35 °C. Examinar a las 24 =+ 2 h y observar si
hay formacion de gas o la formacion de gas no se observa en este tiempo, incubar
por 48 + 2 h.

9.1.2 Prueba confirmativa

De cada tubo que muestre formacion de gas, tomar una azada y sembrar en un
namero igual de tubos con medio de confirmacion, caldo lactosa lauril bilis verde
brillante. Incubar a 35 + 0,5 °C por 24 + 2 horas o si la formacion de gas no se
observa en este tiempo, incubar por 48 * 2 horas.

En esta Norma Oficial Mexicana, para el analisis de agua potable, agua purificada asi
como hielo, se emplea la serie de 5 tubos inoculados, 5 tubos con 10 ml, 5 tubos con
1 mly 5 tubos con 0,1 ml, véase el cuadro 4.

9.2 Para alimentos.

Preparar suficiente nimero de diluciones para asegurar que todos los tubos
correspondientes a la ultima dilucién rindan un resultado negativo.

9.2.1 Prueba presuntiva

9.2.1.1 Inoculacién. Tomar tres tubos de medio de enriquecimiento de mayor
concentracion. Usar una pipeta estéril para transferir a cada tubo 10 ml de la muestra
si es liquida o 10 ml de la dilucién primaria inicial, en el caso de otros productos.

9.2.1.1.1 Tomar tres tubos de concentracion sencilla del medio selectivo de
enriguecimiento. Usar una pipeta estéril para transferir a cada uno de estos tubos 1



ml de la muestra si es liquida o 1 ml de la dilucién primaria en el caso de otros
productos.

9.2.1.1.2 Para las diluciones subsecuentes, continuar como se indica en el parrafo
anterior, usando una pipeta diferente para cada dilucion. Mezclar suavemente el
inoculo con el medio.

9.2.1.2 Incubacion. Incubar los tubos a 35 £ 0,5 °C por 24 £ 2 horas y observar si hay
formacién de gas, en caso contrario prolongar la incubacién hasta 48 + 2 horas.

9.2.2 Prueba confirmativa

De cada tubo que muestre formacion de gas, tomar una azada y sembrar en un
namero igual de tubos con medio de confirmacion. Incubar a 35 + 0,5 °C por 24 + 2
horas o si la formacién de gas no se observa en este tiempo, prolongar la incubacion
por 48 + 2 horas.

En esta Norma Oficial Mexicana se considera una combinacion de tres tubos por
cada dilucion de la serie. Para algunos productos y siempre que se requiera una
mayor precision en los resultados, serd necesario inocular una serie de cinco o diez
tubos.

10. Expresion de los resultados

Tomar la serie de tubos de la prueba confirmativa que dé formacion de gas después
del periodo de incubacién requerido y buscar el NMP en los cuadros
correspondientes.

El cuadro 3 muestra algunos ejemplos que se pueden presentar.

Ejemplos: Ejemplo 1. Cuando sélo una diluciébn muestra tres tubos positivos, elegir
ésta y las diluciones mayores posteriores.

Ejemplo 2. Cuando mé&s de una diluciébn muestra tres tubos positivos y la Gltima da
menos de tres, elegir esta ultima y las dos diluciones anteriores mas bajas.

Ejemplo 3. Cuando en ninguna dilucion hay tres tubos positivos y éstos se
encuentran en mas de tres diluciones, seleccionar las dos diluciones mayores
positivas y la siguiente.

Ejemplos 4 y 5. Cuando los tubos positivos sblo se encuentran en la muestra sin
diluir (10 ml 0 1 g) y en la primera dilucion (1 ml o 10-1 g), seleccionar las tres
primeras diluciones para el célculo del nimero mas probable.

En cada caso se obtiene un numero de tres cifras, lo cual es representado en los
cuadros 4 al 7, segun corresponda. En la columna que indica el nimero de tubos
positivos se busca el indice del NMP.

La técnica de NMP puede admitir gran cantidad de variaciones. Los resultados
obtenidos con esta técnica deben ser utilizados con precaucién. Los limites de



confianza estan representados en los cuadros 4 al 7. Por ejemplo, para una muestra
sélida con un NMP de 70 coliformes por gramo, los limites de confianza en el 95% de
los casos variaran de 10 a 230 coliformes por gramo (ejemplo 3 del cuadro 3) y en un
producto con 24 de NMP de coliformes por gramo, los limites de confianza son de
3,6 a 130 coliformes por gramo (ejemplo 2 cuadro 3).

11. Informe de la prueba

Informar "NUmero mas probable (NMP) de coliformes por gramo o mililitro de
muestra". En caso de muestras de agua informar NMP/100 ml.

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-114-SSA1-1994, BIENES Y SERVICIOS.
METODO PARA LA DETERMINACION DE SALMONELLA EN ALIMENTOS.

8. Procedimiento

8.1 Preparacion de los alimentos para el aislamiento de Salmonella

Los siguientes métodos se basan en el analisis de 25 g de la muestra analitica en
una proporcién de 1:9 de muestra/caldo. Esta cantidad puede variarse siempre que
se mantenga la misma proporcién. Se recomienda una muestra de 25 g o mas.

8.1.1 Procedimiento general para la preparacion de muestras

Pesar asépticamente 25 g de la muestra en un vaso estéril de licuadora o en bolsa
estéril para trabajar en homogeneizador peristaltico (stomacher). Adicionar 225 ml
del medio de preenriquecimiento estéril (generalmente caldo lactosado, a menos que
se indique otro) y licuar si es necesario durante un min. Transferir asépticamente la
mezcla homogeneizada a un recipiente estéril de boca ancha con tapdén de rosca y
dejar reposar por 60 min a temperatura ambiente con la tapa bien enroscada.
Mezclar bien y determinar el pH aproximado con papel pH. Ajustar, si es necesario, a
un pH 6,8 &plusmn; 0,2 con hidréxido de sodio 1N o &cido clorhidrico 1N estériles.
Mezclar y cubrir el recipiente enroscando suavemente la tapa.

Incubar 24 &plusmn; 2 h a 35&ordm;C. Continuar como se indica en 8.2.1.
8.1.2 Procedimiento especifico para la preparacion de muestra segun el producto

8.1.2.1 Huevo en polvo, claras de huevo en polvo, yema de huevo en polvo, huevos
liquidos pasteurizados y congelados, férmulas infantiles y mezclas preparadas en
polvo (harinas para hot cakes, galletas, donas, bisquets y pan).

De preferencia no descongelar la muestra. Si se requiere, preparar los alimentos
congelados justo antes de tomar la muestra analitica descongelandolos a 45&ordm;C
por 15 min aproximadamente con agitacion constante en un bafio de agua o por 18 h
a una temperatura entre 2-5&ordm;C. Los productos que no son en polvo se trabajan
como indica el procedimiento general (8.1.1). Para los productos en polvo, pesar 25 g
de muestra analitica en el medio de preenriquecimiento, dejando que el polvo se
humecte lentamente. Si es necesario homogeneizando poco a poco con una varilla



de vidrio estéril u otra herramienta también estéril. Continuar igual que el
procedimiento general.

8.1.2.2 Productos no pasteurizados congelados de huevo

Descongelar la muestra como se indica en 8.1.2.1 Pesar asépticamente y por
duplicado 25 g de muestra. Colocar en un matraz con 225 ml de caldo selenito cistina
una de las muestras y la otra en un matraz con 225 ml de caldo tetrationato, sin
verde brillante. Proceder como en 8.1.1 hasta ajustar el pH. Adicionar 2,25 ml de
verde brillante al 0,1% y 4,5 ml de solucidn yodo-yoduro a la muestra contenida en el
caldo tetrationato y mezclar bien. Incubar como se indica en 8.2.2.

8.1.2.3 Productos que contienen huevo en su formulacion (pastas para sopa, rollos
chinos, etc.); ensaladas preparadas (jamon, huevos, pollo, atin, pavo); frutas
frescas, congeladas o secas; crustaceos (camarones, cangrejos, jaibas, langostinos,
langostas) y pescado.

Preferentemente no descongelar la muestra antes de su analisis, si esto es
necesario, proceder igual que en 8.1.2.1 utilizando caldo lactosado como medio de
preenriquecimiento, licuar dos min. Continuar después de la incubacién como en
8.2.1.

8.1.2.4 Leche en polvo, entera, semidescremada o descremada

Seguir el procedimiento general para el pesado de la muestra y adicionarla
lentamente a un matraz Erlenmeyer con 225 ml de solucién verde brillante al 0,1%,
procurando que el polvo quede en la superficie del liquido y se hidrate suavemente.
Dejar la mezcla en reposo por 60 min, e incubar como se indica en 8.1.1.

8.1.2.5 Queso

Proceder igual que en 8.1.1 utilizando agua de peptona tamponada como medio de
preenriquecimiento.

8.1.2.6 Caseina

Seguir el procedimiento sefialado en 8.1.1, licuar por dos min y ajustar
cuidadosamente el pH.

8.1.2.7 Coco

Proceder como se indica en 8.1.1 hasta ajustar, si es necesario, el pH a los valores
indicados. Adicionar hasta un maximo de 2,25 ml de Tergitol anidénico 7 estéril
(121&ordm;C &plusmn; 1&ordm;C/15 min) y mezclar bien. Puede utilizarse Tritdn X-
100 estéril. Usar la cantidad necesaria de estos detergentes utilizando el volumen
minimo para que se inicie la formacion de espuma. Puede ser, para el Triton X-100
de dos a tres gotas. Incubar como se indica en 8.1.1.

8.1.2.8 Levadura seca



Segquir el procedimiento de 8.1.1, utilizando como medio de enriquecimiento caldo
soya tripticasa estéril. Mezclar para formar una suspension homogénea. Ajustar el pH
y terminar el procedimiento como en 8.1.1.

Para levadura seca inactiva, continuar como en 8.2.1. Para levadura seca activa,
mezclar la muestra incubada y transferir 1 ml a cada tubo de 10 ml de caldo
tetrationato y 10 ml de caldo lauril triptosa. Incubar los medios selectivos por 24
&plusmn; 2 h. Continuar como se indica en 8.2.2.

8.1.2.9 Carnes, sustitutos de carnes, derivados carnicos, sustancias de origen
animal, productos glandulares y harinas (pescado, carne y hueso).

8.1.2.9.1 Productos procesados térmicamente y productos secos. Se sigue el
procedimiento sefialado en 8.1.1 hasta la homogeneizacion. Si la muestra es en
polvo o molida, el licuado puede omitirse. Después de reposar, mezclar bien y ajustar
el pH como se indica en el procedimiento general. Para emulsionar las grasas,
agregar los detergentes en las mismas proporciones y con las mismas
recomendaciones que para el coco. La cantidad de los mismos dependera en gran
medida de la composicion del alimento. Los detergentes no seran necesarios en los
productos glandulares en polvo. Incubar las muestras como se indica en 8.1.1.

8.1.2.9.2 Productos crudos o altamente contaminados. Pesar porciones de 25 g de
producto en dos vasos para licuadora. Si la muestra es en polvo o molida, el licuado
puede omitirse y el producto puede pesarse directamente en matraces Erlenmeyer
estériles de 500 ml. Adicionar 225 ml de caldo selenito cistina o 225 ml de caldo
tetrationato (sin verde brillante) a cada muestra analitica. Licuar por dos min y pasar
asépticamente a matraces Erlenmeyer de 500 ml. Dejar reposar y ajustar el pH como
se indica en 8.1.1.

Adicionar 2,25 ml de solucién de verde brillante 0,1% y 4,5 ml de solucién yodo-
yoduro a la muestra que se enriquecera con caldo tetrationato. Homogeneizar e
incubar. Continuar como se indica en 8.2.1.

8.1.2.10 Dulces y dulces cubiertos (incluyendo chocolate)

Pesar asépticamente 25 g de la muestra en un vaso para licuadora agregando 225
ml de leche descremada reconstituida. Licuar por dos min. Manejar igual que en
8.1.1 hasta después de ajustar el pH. Adicionar 0,45 ml de la solucion verde brillante
al 0,1% y mezclar bien. Incubar como se indica en 8.1.1.

8.1.2.11 Especias

8.1.2.11.1 Pimienta negra, pimienta blanca, semilla de apio, comino, perejil seco,
romero, tomillo, chile en polvo, paprika o pimenton, ajonjoli, hojuelas de vegetales
(vegetales secos).

Pesar asépticamente 25 g de la muestra y verter en un recipiente de tapén de rosca
de 500 ml con 225 ml de caldo soya tripticasa estéril y mezclar bien. Continuar con el
procedimiento 8.1.1.



8.1.2.11.2 Ajo en polvo u hojuelas; cebolla en polvo u hojuelas

Pesar asépticamente 25 g de la muestra y verter en un recipiente de tapon de rosca
de 500 ml con 225 ml de caldo soya tripticasa estéril adicionado con sulfito de
potasio y mezclar bien. Continuar con el procedimiento 8.1.1.

8.1.2.11.3 Pimienta de Jamaica (Pimienta inglesa), clavo de especia, canela y
orégano

No se conoce un método para neutralizar la toxicidad de estas cuatro especias. Diluir
por lo tanto, més all4d de su poder de toxicidad. Examinar la pimienta, canela y
orégano en una proporciéon 1:100 muestra/ caldo, y el clavo a 1:1000 muestra/caldo.
Seguir el procedimiento igual que en 8.1.2.11.1.

8.1.2.12 Gelatina

Pesar asépticamente 25 g de muestra en un recipiente de boca ancha y tapon de
rosca de 500 ml. Adicionar 225 ml de caldo lactosado estéril con 5 ml de solucion
acuosa de gelatinasa al 5% y mezclar bien. Dejar reposar 60 min y continuar igual
que el procedimiento 8.1.1.

8.2 Aislamiento de Salmonella

8.2.1 Cerrar firmemente el tapon de rosca de los matraces con los cultivos de
preenriquecimiento y agitar suavemente, transferir respectivamente 1 ml de la mezcla
a un tubo que contenga 10 ml de caldo tetrationato y a otro con 10 ml de caldo
selenito cistina. Como alternativa, en sustitucion del caldo tetrationato puede
emplearse el medio Vassiliadis-Rappaport.

8.2.2 Incubar de 18 a 24 h a 35&ordm;C o, para alimentos fuertemente contaminados
a 42&ordm;C por el mismo periodo. Estriar los productos que fueron directamente
enriguecidos en medios selectivos.

8.2.3 Mezclar el tubo con caldo selenito cistina y estriar en agar xilosa lisina
desoxicolato (XLD), agar verde brillante (VB) y una tercera caja con cualquiera de los
medios selectivos adicionales (agar entérico Hektoen, agar Sulfito de Bismuto o Agar
SS).

Efectuar el mismo procedimiento para el caldo tetrationato.
Incubar las placas 24 &plusmn; 2 h a 35&ordm;C.

8.2.4 Examinar las placas para investigar la presencia de colonias tipicas de
Salmonella, de acuerdo con las siguientes caracteristicas:

Agar XLD: colonias rosas o0 rojas que pueden ser transparentes con o0 sin centro
negro. En algunos casos las colonias pueden aparecer completamente negras.

Agar VB: colonias rojas o rosas que pueden ser transparentes rodeadas por medio
enrojecido; las bacterias fermentadoras de la lactosa dan colonias amarillas.



Agar entérico Hektoen: colonias verdes o azul verdes con o sin centro negro. En
algunos casos las colonias pueden aparecer completamente negras.

Agar Sulfito de Bismuto: las colonias tipicas de Salmonella pueden ser cafés, grises o
negras; con o sin brillo metélico. Generalmente el medio circundante (halo) es café,
tornandose posteriormente negro. Algunas cepas producen colonias verdes sin la
formacion del halo oscuro. Si las placas no muestran colonias tipicas o no se observa
crecimiento, incubar 24 h adicionales.

Agar SS: colonias translicidas, ocasionalmente opacas. Algunas colonias dan centro
negro. Las colonias fermentadoras de la lactosa son rojas.

8.3 Identificacién bioquimica

8.3.1 Seleccionar al menos dos colonias tipicas de cada medio selectivo, que se
encuentren bien aisladas.

Tocar levemente el centro de cada colonia e inocular dos tubos, uno con agar triple
azucar hierro (TSI) y otro con agar hierro lisina (LIA), por estria en la superficie
inclinada y por puncién en el fondo.

Incubar por 24 &plusmn; 2 h a 35&ordm;C.

Almacenar en refrigeracion de 5 a 8&ordm;C las placas con medios selectivos por si
es necesario retomar mas colonias.

8.3.2 Observar el crecimiento en los tubos y considerar presuntivamente positivas
para Salmonella las colonias que den las siguientes reacciones:

8.3.2.1 Agar TSI, en el fondo del tubo se observa vire del indicador debido a la
fermentacion de la glucosa; en la superficie del medio se observa un color rojo mas
intenso que el medio original debido a la no fermentacion de la lactosa ni de la
sacarosa. En la mayoria de los casos se observa coloraciéon negra a lo largo de la
puncion debido a la produccion de acido sulfihidrico.

8.3.2.2 Agar LIA, se observa intensificacion del color purpura en todo el tubo por la
descarboxilacion de la lisina. Considerar negativos aquellos cultivos que produzcan
claramente color amarillo en el fondo del agar. La mayoria de las cepas de Salmonella

producen acido sulfihidrico en este medio con ennegrecimiento a lo largo de la
puncion.

8.3.2.3 Retener todos los cultivos que muestren las reacciones caracteristicas de
Salmonella en los medios TSI y LIA para las pruebas adicionales, indicadas en 8.3.3.

8.3.3 Los cultivos con TSI que no parecen de Salmonella pero que presentan
reacciones en LIA tipicos, deben trabajarse como cultivos presuntivos positivos, ya
que en estos casos, el medio LIA permitirh detectar S. arizonae y cepas atipicas de

Salmonella que utilicen lactosa o sacarosa. Descartar solamente los cultivos que
muestren reacciones atipicas en ambos medios.



8.3.4 Continuar el andlisis a partir de los tubos de TSI con reacciones tipicas. Si el
cultivo presenta reacciones atipicas en este medio, tomar colonias adicionales de las
placas de donde se obtuvo el cultivo atipico anterior y sembrar las pruebas
bioquimicas nuevamente.

8.3.5 Continuar la identificacion bioquimica y serologica a partir de los cultivos
recuperados de TSI. Se recomienda trabajar seis cultivos por cada 25 g de unidad
analitica seleccionando colonias procedentes de ambos medios de enriquecimiento.

8.3.6 Prueba de ureasa

8.3.6.1 Prueba de ureasa (convencional). Con una asa estéril, tomar crecimiento del
cultivo presumiblemente positivo de cada tubo de medio TSI e inocular tubos de
caldo urea. Utilizar un control de medio para comparar el vire purpura de las
reacciones positivas con el color del medio original. Incubar 24 &plusmn; 2 h a
35&ordm;C.

8.3.6.2 Prueba de ureasa (rapida). Tomar dos asadas de crecimiento del cultivo
presumiblemente positivo de cada tubo de medio TSI e inocular tubos de caldo urea
(rapida). Incubar 2 h a 37 &plusmn; 0,5&ordm;C en bafio de agua.

Descartar todos los cultivos que den ureasa positiva. Retener los cultivos que den la
prueba negativa (sin cambio de color del medio).

8.4 ldentificacién serolbgica
8.4.1 Ensayo de los antigenos somaticos de Salmonella (Antisuero polivalente O)

8.4.1.1 Colocar con una asa dos gotas separadas de solucion salina estéril sobre un
portaobjetos o en dos secciones de una placa para aglutinacion. Suspender en cada
una de las gotas, una porcion del cultivo desarrollado en TSI.

8.4.1.2 Agregar a una de ellas una gota del antisuero polivalente somatico (O) y
mezclar con el canto del asa o empleando aplicadores de madera.

8.4.1.3 Agitar inclinando la lamina hacia atrds y hacia adelante durante
aproximadamente un min. Observar bajo buena iluminacién sobre un fondo oscuro.

8.4.1.4 Considerar cualquier grado de aglutinacion como positiva.

La prueba positiva resulta cuando se presenta aglutinacion en la gota con el cultivo y
el antisuero y no aglutinacion en la gota que contiene el cultivo y la solucion salina.

Si se observa aglutinacion en ambas gotas, la prueba no es definitiva y se debe
continuar con las pruebas bioquimicas complementarias.

8.4.2 Cuando la aglutinacién es positiva con el suero polivalente O, puede
determinarse el subgrupo empleando antisueros para los diferentes subgrupos (los
grupos B, C, Dy E, suelen ser los mas frecuentes).



8.4.2.1 Si la aglutinacién con el antisuero O es negativa, utilizar antisuero Vi y
efectuar la prueba. Si hay aglutinacion con Vi calentar el cultivo a ebullicién y repetir
la aglutinacion con el antisuero polivalente O.

8.4.2.2 Si no se cuenta con los sueros grupos especificos, solicitar la tipificacion de la
cepa al Laboratorio de Enterobacterias del Centro Nacional de Diagnéstico y
Referencia de la Secretaria de Salud o al Laboratorio Nacional de Salud Publica.

8.4.3 Si se requiere, practicar el ensayo de los antigenos flagelares de Salmonella
(Antisuero polivalente H).

8.4.3.1 Inocular el crecimiento del tubo de TSI en agar infusién de cerebro corazon e
incubar de 4 a 6 h a 35&ordm;C hasta que se observe crecimiento (para ensayo en el
mismo dia), o bien, en caldo soya tripticaseina e incubar por 24 &plusmn; 2 h a
35&ordm;C (para ensayo al dia siguiente). Adicionar 2,5 ml de solucién salina
formalizada a 5 ml del cultivo en caldo o al cultivo en agar cerebro corazén (BHI).

8.4.3.2 Colocar 0,5 ml del antisuero polivalente flagelar (H) preparado en un tubo
para serologia (13 x 100 mm aproximadamente). Adicionar 0,5 ml del cultivo
formalizado. Preparar un control de solucidén salina mezclando 0,5 ml de soluciéon
salina formalizada con 0,5 ml del antigeno formalizado. Incubar las mezclas en bafio
de agua a 48-50&ordm;C. Observar a intervalos de 15 min por espacio de una h. Una
prueba positiva es cuando se observa aglutinacion en la mezcla de prueba pero no
en el control. Debe interpretarse como negativa una prueba en la que ninguna de las
mezclas muestre aglutinacion. Cuando ambas mezclas se aglutinan, se considera la
prueba inespecifica.

8.5 Pruebas bioquimicas complementarias

Cuando las pruebas serologicas o bioquimicas iniciales, dan resultados atipicos o no
concluyentes, realizar las pruebas que se describen a continuacion:

8.5.1 Inocular los cultivos positivos provenientes de TSI y LIA en: medio SIM, agar
citrato de Simmons, caldo manitol y caldo RM-VP. Usar caldo malonato para
confirmar la presencia de la especie S. arizonae.

8.5.2 Interpretar los cambios en los medios inoculados conforme lo siguiente:
8.5.2.1 Agar citrato Simmons

Inocular por estria el tubo.

Incubar 96 &plusmn; 2 h a 35 &plusmn; 2&ordm;C.

Prueba positiva: crecimiento acompafiado de un cambio de color de verde a azul.
Prueba negativa: ausencia de crecimiento y sin cambio de color.

8.5.2.2 Medio SIM



Inocular por puncion.
Incubar 24 h a 35 &plusmn; 2&ordm;C.
Movilidad.

Prueba positiva: crecimiento a lo largo de la puncion y en el seno del medio de
cultivo.

Prueba negativa: crecimiento a lo largo de la puncion exclusivamente.
Produccion de acido sulfihidrico.

Prueba positiva: desarrollo de un color negro a lo largo de la punciéon que puede
extenderse a todo el medio.

Prueba negativa: ausencia de color negro.
Produccion de indol

Adicionar al tubo con medio SIM que presente crecimiento, de 0,2 a 0,3 ml de
reactivo de Kovac.

Prueba positiva: desarrollo de un anillo de color rojo.
Prueba negativa: sin cambio de color.

8.5.2.3 Caldo RM-VP

Inocular un tubo con el medio.

Incubar 48 &plusmn; 2 h a 35 &plusmn; 2&ordm;C para la prueba de VP y 96 h para
la prueba RM.

8.5.2.3.1 Prueba de Voges-Proskauer (VP)

Transferir a un tubo un ml del cultivo de 48 h.

Adicionar 0,6 ml de solucion de alfa naftol.

Adicionar 0,2 ml de solucién de hidroxido de potasio 40%.
Adicionar algunos cristales de creatinina (opcional).

Interpretar los resultados después de incubar 2 h a 35 &plusmn; 2&ordm;C 0 4 h a
temperatura ambiente.

Prueba positiva: desarrollo de color rojo ladrillo.
Prueba negativa: sin cambio de color.

Reincubar el resto del medio RM-VP 48 h mas a 35 &plusmn; 2&ordm;C.



8.5.2.3.2 Prueba de rojo de metilo (RM)

Adicionar al medio de cultivo de 96 h de incubacién de dos a tres gotas de solucion
de rojo de metilo.

Interpretar los resultados inmediatamente.

Prueba positiva: desarrollo de color rojo.

Prueba negativa: desarrollo de color amarillo.
8.5.2.4 Caldo malonato

Inocular un tubo conteniendo el medio.

Incubar 40 &plusmn; 2 h a 35 &plusmn; 2&ordm;C.
Prueba positiva: desarrollo de color azul.

Prueba negativa: sin cambio de color.

8.5.2.5 Caldo manitol

Inocular un tubo conteniendo el medio.

Incubar 24 &plusmn; 2 h a 35 &plusmn; 2&ordm;C.
Prueba positiva: desarrollo de color amarillo.
Prueba negativa: sin cambio de color.

8.5.3 Consultar los resultados obtenidos en el cuadro 2 para la identificacion de los
géneros de las bacterias investigadas.

Nota: los sistemas bioquimicos comerciales validados pueden ser usados como
alternativa para las pruebas bioquimicas convencionales.

9. Calculo y expresion de resultados

9.1 Interpretacién de reacciones bioquimicas y serolégicas.
CUADRO 1

Reacciones Reacciones Interpretacion

bioquimicas serolégicas

Tipica Antigeno O, Cepas consideradas

Vi 0 H positivo como Salmonella

Tipica Todas las reacciones



negativas

Tipica No probada Puede ser

Salmonella

Reacciones Antigeno O,

atipicas Vio H

positivo

Reacciones Todas las No debe ser

atipicas reacciones considerada

negativas Salmonella

Nota: Ver apéndice informativo A.

9.2 Reacciones bioquimicas y seroldgicas de Salmonella
CUADRO 2

Prueba o sustrato Positivo Negativo Reaccién
Glucosa (TSI) amarillo rojo +

Lisina descarboxilasa purpura amarillo +
(LIA)

H2S (TSI y LIA) negro no negro +

Ureasa rojo-purpura no hay cambio -

de color

Caldo de lisina purpura amarillo +
descarboxilasa

Caldo dulcitol amarillo o gas no hay cambio +b
rojo de fenol de color ni gas

Caldo KCN crecimiento no hay -

crecimiento

Caldo malonato azul no hay cambio -c

de color



Prueba de indol superficie color superficie color —
violeta amarillo

Prueba del antigeno aglutinacion no hay +
flagelar aglutinacion

Prueba del antigeno aglutinacion no hay +
somatico aglutinacion

Caldo lactosa amarillo o gas no hay cambio -c
rojo fenol de color ni gas

Caldo sacarosa amarillo o gas no hay cambio -
rojo fenol de color ni gas

Prueba Voges- de rosa a rojo no hay cambio -
Proskauer de color

Prueba rojo de metilo rojo difuso amarillo difuso +
Citrato de Simmons crecimiento no hay v

color azul crecimiento, no

hay cambio

de color

a +, 90% o mas positivos en 1 o 2 dias; -, 90% o0 mas negativas en 1 o 2 dias; v,
variable.

b La mayoria de los cultivos S. arizonae son negativos.
¢ La mayoria de los cultivos §. arizonae son positivos.

9.3 Informe de resultados

Informar: presencia o ausencia de Salmonella en go ml
de muestra.



ORGANISMOS COLIFORMES

NUmero mas probable de microorganismos y limites de confianza para diferentes tubos
positivos cuando se inoculan tres tubos con 1 ml de la dilucién 1:10, tres con 1 ml de la
dilucién 1:100 y tres con 1 ml de la dilucion 1:1000 de la muestra

Combinacidn de tubos NMP/g o ml de Limites de confianza al Limites de confianza al
positivos muestra 99% 95%

10" 102 10 Superior Inferior Superior | Inferior
0 1 0 3.0 <1.0 23.0 <1.0 17.0
1 0 0 4.0 <1.0 28.0 1.0 21.0
1 0 1 7.0 1.0 35.0 2.0 27.0
1 1 0 7.0 1.0 36.0 2.0 28.0
1 2 0 11.0 2.0 44.0 4.0 35.0
2 0 0 9.0 1.0 50.0 2.0 38.0
2 0 1 14.0 3.0 62.0 5.0 48.0
2 1 0 15.0 3.0 65.0 5.0 50.0
2 1 1 20.0 5.0 77.0 8.0 61.0
2 2 0 21.0 5.0 80.0 8.0 63.0
3 0 0 23.0 4.0 177.0 7.0 129.0
3 0 1 40.0 10.0 230.0 10.0 180.0
3 1 0 40.0 10.0 290.0 20.0 210.0
3 1 1 70.0 20.0 370.0 20.0 280.0
3 2 0 90.0 20.0 520.0 30.0 390.0
3 2 1 150.0 30.0 660.0 50.0 510.0
3 2 2 210.0 50.0 820.0 80.0 640.0
3 3 0 200.0 100.0 1,900.0 100.0 1,400.0
3 3 1 500.0 100.0 3,200.0 200.0 2,400.0
3 3 2 1,100.0 200.0 6,400.0 300.0 4,800.0
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