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1. RESUMEN

Introduccion. En México, la poblacion consume jugo de naranja de venta callejera,
debido a que es un alimento de bajo costo y facil adquisicion. Se ha reportado que
el jugo de naranja no pasteurizado es un vehiculo de bacterias causantes de
enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS). Entre las bacterias causantes de
ETAs identificadas en los jugos se encuentran Salmonella, Shigella, E. coli
0157:H7. Los organismos patdgenos pueden entrar a las naranjas a través de su
superficie daflada provocada por cortes o fracturas que se producen durante el
cultivo o la cosecha. Las malas practicas higiénicas contribuyen
considerablemente al ingreso de patégenos bacterianos a los jugos preparados.
Por lo cual, los objetivos de este estudio fueron (1) evaluar las practicas de higiene
de los vendedores ambulantes, (2) determinar la calidad microbiolégica de los
jugos de naranja recién exprimidos y (3) evaluar la presencia de patdégenos
bacterianos en dichas muestras.

Metodologia. Se colectaron 100 muestras de jugo de naranja de venta callejera en
Morelia Michoacan. Se determinaron las condiciones sanitarias del manipulador y
del establecimiento. Se determiné el pH de los jugos y se realizo el recuento de
mesofilicos aerobios (MA) y coliformes totales (CT) por técnica de vaciado en
placa, mientras que los coliformes fecales (CF) por la técnica del Namero Mas
Probable (NMP). Finalmente se realiz6 la busqueda intencionada de patdgenos
como grupos de E. coli diarreogénicos, Salmonella y otros de importancia sanitaria
por su asociacion con brotes de ETAs.

Resultados y conclusion. Los jugos de naranja presentaron un pH de 3 a 4.7. El

100% de las muestras de jugo de naranja contenia MA en concentraciones de
hasta 22,530,000 UFC/mL, 26 muestras superaron el limite permitido por la
norma. Los CT fueron detectados en el 100% de las muestras en un intervalo de

60 a 11,844,000 UFC/mL y el 99% estuvo fuera del limite permisible. Los CF
fueron detectados en 35 muestras. E. coli fue identificada en 14% de las muestras
y ninguna de estas cepas pertenecié a algun grupo de E. coli diarreogénico. Otras
bacterias asociadas a ETAs identificadas en los jugos fueron Shigella sp,
Enterobacter sp y Klebsiella. No se identificd6 Salmonella en las muestras.

Los resultados mostraron que los jugos de naranja tienen una mala calidad
microbioldgica y contienen bacterias patdgenas causantes de ETAs. La alta carga
de microorganismos indicadores muestra una mala calidad de la materia prima
ademas de las inadecuadas practicas sanitarias, por lo tanto, se siguiere que se
tomar medidas, con el fin de prevenir la contaminacion de los jugos. Ademas
recomendamos la desinfeccion de la materia prima para reducir a los patdgenos
en las naranjas.

Palabras clave: jugos de naranja de venta callejera, calidad microbiologica,
enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS).
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1.1. Abstract

Introduction. In Mexico, fresh-squeezed orange juice is preferred by the consumers
because of the “fresh flavor” and additionally provides a source of readily available
and affordable source of nutrients to many sectors of the population, including the
urban poor. Unpasteurized orange juice has been the vehicle of several outbreaks
of illness caused by Salmonella, Shigella, Escherichia coli O157:H7 and hepatitis A
virus. Street-vended fresh-squeezed orange juice also has shown to harbor human
pathogens in Mexico. Pathogenic organisms can enter fruits and vegetables
through damaged surfaces, such as punctures, wounds, cuts and splits that occur
during growing or harvesting or contamination from raw materials and equipment,
additional processing conditions, improper handling, prevalence of unhygienic
conditions, as in street-vended food, contribute substantially to the entry of
bacterial pathogens in juices prepared from these fruits. Therefore, the objectives
of this study were to (i) assess hygiene practices of street vendors, (ii) to determine
the microbiological quality of fresh-squeezed orange juice, and (iii) to evaluate the
presence of bacterial human pathogens in such samples.

Methods. One hundred samples of fresh-squeezed orange juice were collected
from different areas of Morelia Michoacdn and sanitary conditions of the
manipulator and the establishment were evaluated. The presence of aerobic
mesophilic count (AMC), total coliforms (TC) and fecal coliforms (FC) and the pH
were determined. Pathogenic bacteria associated with foodborne illness were
identified by conventional methods and biochemical and molecular tests

Results and conclusion. The orange juice samples have a pH range between 3 and
4.7. AMC were present in all juices with limits up to 22,530,000 CFU/mL and 26
samples exceeded the permissible limit by the ICMSF. TC were detected in all
samples, with limits ranging from 60 to 11,844,000 CFU/mL; 99% of them were
outside the permissible limits. CF were detected in 35 samples and 14% of
samples of them harbor E. coli. Others pathogenic bacteria identified were Shigella
sp, Klebsiella spp, and Enterobacter sp. Salmonella and diarrheagenic E. coli
pathotypes were not identified in the samples.

Based on our findings, it was concluded that the microbiological quality of street-
vended orange juice was unacceptable, and such samples harbor bacteria the
cause foodborne iliness. Consequently, this study highlighted the fact that orange
juice that had high bacterial counts was due to poor personal hygiene and lack of
sanitary facilities. Therefore, strict hygiene is paramount to prevent juice
contamination, while orange disinfection is recommended to reduce pathogens in
raw materials.

Key words: street-vended fresh-squeezed orange juice, microbiological quality,
foodborne iliness.

SALVADOR AGUILAR CHAIREZ 2



CALIDAD MICROBIOLOGICA DE JUGOS DENARANJA DE VENTA CALLEJERA EN LA CIUDAD DEMORELIA MICHOACAN

2. INTRODUCCION

2.1.Generalidades

Los estudios realizados en alimentos de venta callejera en América Latina
revelaron peligros para la Salud Publica debido: 1) a que los alimentos se
preparan sin disponer de acceso a agua limpia; 2) no se respetan las practicas
minimas de higiene; 3) los alimentos crudos no se seleccionan con cuidado; 4) no
se tiene en cuenta la contaminacién ambiental (FAO, 1996).

La inquietud respecto a la inocuidad de los alimentos son temas criticos
cuando los alimentos ofrecidos en las calles son importantes para los
consumidores urbanos. Hay que entender que en algunas circunstancias, los
riesgos de contaminacion quimica y bacteriana durante la elaboracién, asi como la
comercializacién de los alimentos son dificiles de controlar y con frecuencia no
disponen de infraestructuras adecuadas, por ejemplo, para la eliminacién de
desechos y no cuentan con el suministro de agua. El almacenamiento de los
alimentos también es un problema debido que los vendedores ambulantes no
tienen acceso a electricidad ni a medios de refrigeracion. Ademas, las mejoras en
la infraestructura de los mercados no bastan para eliminar estos riesgos (FAO,
1997).

Un estudio en siete ciudades Africanas y Asiaticas reporté que, en general,
los alimentos cocinados y vendidos en la via publica o en mercados son
inofensivos si se consumen poco tiempo después de su preparacion (Tinker,
2003). Sin embargo, esto practicamente no sucede.

En México, la venta callejera de alimentos es un problema aun sin enfrentar
integralmente; tiene en si mismo altos costos politicos debidos a los diferentes
argumentos que lo sostienen, ya que es una actividad que permite el autoempleo
generando ingresos que el sector formal no absorbe.

El impacto sobre la Salud Publica es evidente y creible, ya que se ha
reportado que la alimentos de venta callejera en paises en vias de desarrollo,
como México, son una fuente de infecciones y es muy dificil abordar esta

problemética, por lo que ninguna institucion puede solucionar por si solo el
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problema. Esta situacion debe de ser resuelta de manera integral por las
diferentes instituciones implicadas (SSA, 2000).

En 2001 Castillo reportd que no existen cifras econémicas precisas acerca
del tamafio del sector alimentario en México, debido a que muchas transacciones
se llevan a cabo dentro del “sector informal” de la economia nacional. EI mercado
de los alimentos procesados se estima en unos 12,878 millones de ddlares. Aun
asi, la cifra no incluye a los productos frescos (frutas, hortalizas). En 2006,
Schneider efectud una investigacion en 145 paises para analizar la magnitud del
comercio informal como porcentaje del PIB (FAO/OMS, 2005) y México se sitla en
un sector intermedio dentro de los paises estudiados, con una economia informal
equivalente al 33.2% de su PIB. Se estima que el valor de las actividades
informales alcanza los 380,000 millones de doélares anuales, una cifra que supera
las aportaciones de las actividades industriales del pais; y el sector informal sigue
creciendo (Esquivel, 2008).

En 2010, las cifras en México revelaron que el 27.9% de la poblacion
ocupada esta industria se encontraba en provincia mientras que para el DF el
porcentaje de la poblacion que trabajo en la misma industria fue del 26.8%
(Gbmez Méndez, 2012). Se reportd que en el afio 2012, el nimero de mexicanos
gue trabajo en la venta callejera de alimentos fueron 14.2 millones, lo que equivale
al 29.35% de la poblacion, lo cual representa un aumento de 830,000 personas
respecto al aflo 2011 (CNN Expansion, 2012). La tasa de desempleo en nuestro
pais descendié un 0.67%, es decir paso del 5.68% en 2011 a 5.01% en 2012,
debido a la industria de alimentos de venta callejera (CNN Expansion, 2012).

2.2. Enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS)

Algunas personas se enferman al ingerir determinados alimentos, lo cual
sucede frecuentemente y cuando esto acontece, no se tiene certeza de que el
alimento fue el causante de la enfermedad y generalmente nos inclinamos en
pensar que comimos demasiado, sin embargo, esta reportado que los alimentos
vendidos en puestos de venta callejera y en establecimientos formales son el

vehiculo de agentes bacterianos, virales o parasitarios causantes de infecciones.
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DEFINICIONES:
“Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAs) son aquellas
enfermedades que se originan por la ingestién de alimentos infectados
con contaminantes en cantidades suficientes para afectar la salud del

consumidor”(Butzby y otros, 1996).

Rosas & Acosta en el 2001 ampliaron la definicion y el alcance de las
mismas, “las ETAs se producen por la ingestibn de alimentos y/o bebidas
contaminados con microorganismos patdgenos que afectan la salud del
consumidor en forma individual o colectiva. Sus sintomas mas comunes son la
diarrea y el vomito, pero también se pueden presentar otros como choque séptico,

hepatitis, cefaleas, fiebre, vision doble, etc”.

“Las ETASs, constituyen un importante problema de salud publica
debido al incremento en su incidencia, al surgimiento de nuevas
formas de transmisién, a la aparicibn de grupos poblacionales
vulnerables, al aumento de la resistencia de los patdégenos a los
compuestos antimicrobianos y al impacto socioeconémico que

ocasionan” (Autio, 1999).

En 2001, la Secretaria de Salud (SSA) de México sefial6 que la frecuencia
de ETAs continda siendo un alto riesgo en la salud de la poblacion, involucrando
en ellas al comensal y a todas las personas que intervienen en el proceso de
elaboracion de los alimentos. De esta forma las ETAsS pueden provocar:

a) INFECCIONES.- Se producen al consumir alimentos contaminados
con bacterias patdégenas, virus y huevecillos de parasitos vivos.

b) INTOXICACIONES.- Las intoxicaciones  alimentarias  son
enfermedades causadas por la presencia de agentes quimicos de

origen sintético o natural en los alimentos ingeridos.
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Estos pueden ser residuos de quimicos que se han empleado en
algun tipo de tratamiento sobre el alimento, previo a su ingestion, que
no han sido removidos adecuadamente; por ejemplo, plaguicidas,
pesticidas, jabones, ceras y nitritos (en embutidos). Algunos de los
microorganismos contenidos en el alimento producen toxinas, las
cuales son consumidas por el hombre al mismo tiempo que ingiere el
alimento, por ejemplo: la toxina producida por Staphylococcus
aureus, la toxina de Clostridium botulinum; micotoxinas como la

aflatoxina que es producida por el hongo Aspergillus.

Las ETAs con causadas por bacterias, virus y parasitos como ya se
menciond. Entre las bacterias cominmente reconocidas como causantes de ETAs
se encuentran especies de los géneros Salmonella, Listeria, Escherichia,
Clostridium, Campylobacter, etc. Algunos de los virus causantes de ETAS son:
Norovirus, Hepatitis A y Rotavirus, etc. Para el caso de parasitos tenemos: Taenia,
Platelmintos, Nematodos, etc. Las ETAs pueden evolucionar a cuadros clinicos
graves; por ejemplo, es posible que una infeccion con E. coli 0157:H7 provoque el
sindrome urémico hemolitico (SUH), el cual consiste en insuficiencia renal aguda,
anemia hemolitica y trombocitopenia (Nataro & Kaper, 1998).

El Centro de Control de Enfermedades y Prevencion (“CDC”, por sus siglas
en inglés) en 2009, reportd que para las personas sanas, la mayoria de las ETAs
son enfermedades pasajeras, que sélo duran un par de dias y sin ningan tipo de
complicacion, pero para las personas susceptibles, como son los nifios menores
de cinco afios, los ancianos, las mujeres embarazadas o los que presentan algun
tipo de inmunosupresion estas ETAs provocan cuadros clinicos graves que
pueden dejar secuelas o incluso hasta provocar la muerte.

La Organizacibn de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (“FAQ”, por sus siglas en inglés) en 2009 en su conferencia anual
realizada en Roma, afirmé que las ETAs han pasado a ser un problema que debe

ser considerado en un ambito de caracter social, tecnolégico, econémico, cultural
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y politico. A su vez enfatiz6 la importancia de la calidad de un alimento y de las

buenas practicas higiénicas.

“La salud y la vida de las personas dependen en gran parte de la
calidad nutricional de los alimentos que consumen diariamente, la cual
a su vez depende de la calidad higiénica y sanitaria a que estos son
sometidos en toda la cadena productiva, desde el campo hasta la mesa
del consumidor. Si bien la falta de higiene y de sanidad en el
procesamiento y preparacion de los alimentos es un problema que
puede ocurrir en cualquier lugar del mundo, la incidencia de
enfermedades causadas por los alimentos mal procesados o
pobremente preparados es un problema critico, severo y que se
encuentra con mas frecuencia en los paises en vias de desarrollo”
(FAO, 2009).

La incidencia de estas enfermedades es un indicador directo de la calidad
higiénico-sanitaria de los alimentos y se ha demostrado que la contaminacion de
éstos puede ocurrir durante su procesamiento (Millemann, Gaubert, Remy, &
Colmin, 2000) o por el empleo de materia prima contaminada (Hielm, Bjérkroth,
Hyytia, & Korkeala, 1998), (Fach, y otros, 2002) debido a que algunas bacterias
patdgenas para el hombre forman parte de la flora normal de aves, cerdos y

ganado.

2.2.1. Factores de riesgo de ETAs
Los siguientes factores de riesgos son la mayor causa de ETAs (FDA,

2004) :
a) Mala higiene personal
e Inapropiado lavado de manos, o no lavarse las manos cuando es
necesario.

e Contacto de las manos descubiertas con la comida lista para comer.
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e Empleados de servicios de alimentos trabajando cuando estan enfermos
con sintomas de vomito, diarrea, dolor de garganta con fiebre, ictericia o
con heridas o quemaduras infestadas en las manos o0 mufiecas.

b) Alimentos de fuentes Inseguras

e Alimentos recibidos de establecimientos no aprobados o preparados en
lugares no permitidos.

e Recibir alimentos adulterados.

c) Cocinar atemperaturas impropias/métodos

e Cocinar

e Recalentar

e Congelar (es un paso para matar parasitos en el pescado)

d) Mantenimiento, tiempo y temperaturaincorrectas

e Impropio mantenimiento de los alimentos potencialmente peligrosos
(“PHF”, por sus siglas en inglés) en estados frios o calientes.

e No marcar la fecha y hora en comidas listas para comer que son
alimentos potencialmente peligrosos. Impropio uso del tiempo como
control.

e Impropio enfriamiento de alimentos potencialmente peligrosos.

e) Contaminacién de los Alimentos

e Uso de equipos contaminados o construidos inapropiadamente.

e Malas préacticas usadas por empleados

¢ Inapropiado almacenamiento de alimentos/ preparacion

e Expuesto a quimicos:

2.2.2. Epidemiologiade las ETAs

En las Ultimas décadas se han documentado importantes brotes de ETAs
en todos los continentes, causados principalmente por el consumo de agua y
alimentos contaminados con agentes patdgenos. De acuerdo al Comité para el
Control y Prevencién de Enfermedades (CDC) cada afio, 1 de cada 6

estadounidenses (0 48 millones de personas) se enferman, 128 mil son
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hospitalizados y 3000 mueren a causa de las ETAs, de las cuales més del 90% de
los casos son ocasionados por agentes patdgenos conocidos y microorganismos
no identificados (CDC, 2011).

Actualmente existen reportes en los cuales se ha demostrado que los
paises en desarrollo son los mas afectados. En el afio 2004, las enfermedades
diarreicas fueron la tercera causa de muerte en paises en vias de desarrollo,
siendo el 6.9% de la mortalidad en general (OMS, 2009).

En América Latina las ETAs figuran entre las primeras causas de muerte en
nifos menores de 5 afios y, en general, el nUumero de brotes fue considerable
para el periodo 1997-2002 (Tabla 1). En México la situacion de la inocuidad no
escapa a esa realidad; en el periodo 1997-2002 se registraron 461 casos con
41 fallecimientos (Arispe & Tapia, 2007). Sin embargo, el Dr. Eduardo
Fernandez-Escartin, profesor de la Universidad Autbnoma de Querétaro y
experto nacional en microbiologia en alimentos, en el XIV Congreso
Internacional de Inocuidad de Alimentos realizado en Puerto Vallarta en 2012,

menciond que en México se producen 250 millones de ETAs cada afio.

Tabla 1. Brotes de ETAs en América Latina, periodo1997-2002.

Pais Total de brotes N° de Total de fallecidos
afectados
Argentina 147 3149 5
Bolivia 5 1248 2
Brasil 432 10701 4
Chile 3 48 0
Colombia 1 19 0
Costa Rica 1 4 0
Ecuador 28 1871 12
El Salvador 13 249 0
México 461 9889 41
Nicaragua 105 1059 0
Panaméa 14 101 1
Paraguay 65 1055 0
Perl 83 3849 31
R. Dominicana 62 1681 0
Uruguay 94 2312 1
Venezuela 193 5322 9

Tomado de (Arispe & Tapia, 2007)
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De acuerdo con estimaciones de la Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS)/OMS, se considera que la incidencia real de ETAs es 300 a 350 veces
mayor con respecto a las que se registran epidemiologicamente (Arispe & Tapia,
2007).

Segun los registros del Boletin Epidemioldgico del Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE) en el afio 2013 se reportaron 5, 902,354
casos de diarrea en México, mientras que para el aflo 2012 se presentaron
6,780,008 casos (Boletin de Epidemiologia, 2014).

2.2.3. Alimentos involucrados en ETAS

Los alimentos son un medio ideal para el crecimiento y desarrollo
microbiologico. Algunos de éstos, debido a su composicion y sistemas de
produccién, procesamiento, manipulacion y forma de consumo son mas
susceptibles a ser contaminados con microorganismos patégenos y por tanto,
representan un alto riesgo para la salud de los consumidores (Kopper, Calderén,
Schneider, Dominguez, & Gutierrez, 2009). Entre los alimentos de mayor riesgo se
encuentran la leche y los productos lacteos, las carnes (pollo, pescado, cerdo), las
hortalizas y las frutas, los jugos, entre otros (Jay, 2000).

Sin embargo, en todo el mundo se ha incrementado la frecuencia de brotes
de enfermedades gastrointestinales asociadas al consumo de frutas y hortalizas
contaminadas. Por su naturaleza, estos productos estdn expuestos a
microorganismos patdgenos presentes en el campo y en el agua de riego.
Dependiendo de las condiciones de produccion y cosecha, estos productos
pueden contener cargas importantes de especies formadoras de esporas como
Clostridium spp., Listeria spp., y enterobacterias presentes en el agua de riego
como grupos de E. coli diarreogénicos y Salmonella spp. Histéricamente un
agente causal de brotes de ETAs ha sido Salmonella. En los Estados Unidos esta
bacteria fue la causante de enfermedades gastrointestinales por consumo de
germinados contaminados (Mahon, y otros, 1997), tomate (Cummings, y otros,
2001), rebanadas de tomate (Wood, Hedberg, & White , 1991), rebanadas de
melén (Ries, Zasa, Langkop, Tauxe, & Blake, 1990), y rebanadas de sandia
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(Blostein, 1993). Escherichia coli 0157:H7 y Shigella spp, también se han asociado
a brotes de enfermedades por consumo de diversas variedades de lechuga
(Kapperud, y otros, 1995). Por otra parte, enfermedades causadas por el virus de
la Hepatitis A se han relacionado con el consumo de tomates y fresas azucaradas
(De Roever, 1998).

En 1992 (Utzinger, Arias, Monge, & Antillén, 1992), estudiaron la calidad
microbiologica de las frutas que se expenden con mayor frecuencia en los puestos
callejeros de San José Costa Rica; analizaron frutas que se venden peladas y en
rebanadas como la pifia (Ananas comosus), papaya (Carica papaya), mango
(Mangifera indica) y sandia (Citrullus vulgaris), asi como otras frutas que se
consumen con cascara como los nanches (Byrsonima crassifolia) y los jocotes
(Spondias purpurea). Los autores demostraron que mas del 38% de las muestras
de frutas presentaron contaminacién con coliformes totales y mas del 30% con
coliformes termotolerantes. Asimismo, en mas del 10% de las muestras aislaron
Escherichia coli.

Por otra parte, los brotes de enfermedades asociados con el consumo de
jugo de fruta han sido un problema creciente de salud publica desde la década de
1990. De acuerdo a un estudio realizado por el CDC en el periodo de 1995-2005,
se reportaron 21 brotes asociados con el consumo de jugo, de los cuales 10
estuvieron implicados al consumo de zumo de manzana o sidra, 8 estuvieron
relacionados con el jugo de naranja y 3 con jugos de otro tipo de frutas. De estos
brotes 13 fueron de etiologia conocida, 5 fueron causados por Salmonella, 5 por
Escherichia coli 0157:H7, 2 por Cryptosporidium y uno por E. coli O111 productor
de la toxina Shiga (Vojdani, Beuchat, & Tauxe, 2008). También en 1999 se
reportaron en Australia 427 casos de salmonelosis después de beber jugo de
naranja sin pasteurizar (Durgesh, Ranjana, & Varsh, 2008).

En el 2006 Castillo y colaboradores, reportaron la presencia de Salmonella
(14%) y Shigella (6%) en muestras de jugo de naranja obtenidas de expendios
ambulantes en la Ciudad de Guadalajara, México.

Los patdégenos que se pueden desarrollar en jugos acidos (pH 4.6 o0 menos)

como el de naranja, son principalmente agentes bacterianos entéricos tales
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como E. coli O157:H7, diferentes tipos de Salmonella, y el parasito protozoario
Cryptosporidium parvum, también se ha identificado como posible

contaminante en jugos a Listeria monocytogenes (FDA, 2004).

2.2.4. Microorganismos indicadores

Los organismos indicadores suelen emplearse para evidenciar la calidad
microbioldgica de los alimentos en proporcion a la vida atil del producto y verificar
la presencia 0 ausencia de agentes patdégenos transmitidos por los alimentos. Con
frecuencia, los indicadores son utilizados para valorar higiene de los alimentos.
(Jay, 2000).

Los microrganismos indicadores incluyen a los mesofilicos aerobios,
coliformes totales y coliformes fecales. Los mesofilicos aerobios son organismos
gue necesitan oxigeno y desarrollan a una temperatura de 25-40 °C y son
indicativos de una mala calidad de la materia prima.

Los coliformes totales son el grupo indicador con mayor tradicion en la
microbiologia sanitaria definidos como bacilos Gram negativos, aerobios o
anaerobios facultativos, no esporulados, que fermentan la lactosa con produccién
de gas dentro de 48 h de incubacion a 35°C (Jay, 2000). El grupo de coliformes
totales estda formado por los siguientes géneros: Escherichia, Klebsiella
Enterobacter y Citrobacter. Los coliformes totales son indicativos de una mala
calidad sanitaria. Dentro del grupo de los coliformes totales tenemos a los
coliformes termotolerantes también llamado coliformes fecales, este grupo se ha
venido utilizado en la microbiologia para manifestar organismos coliformes que
crecen a 44 o 445 °C y fermentan la lactosa produciendo &cido y gas. La
presencia de coliformes termotolerantes casi siempre indica contaminacién de
origen fecal reciente, este grupo esta representado por E. coli. (UNEP/WHO,
1996).
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2.2.5. E. coli

E. coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae y se caracteriza por ser un
bacilo corto, Gram negativo, anaerobio facultativo, no esporulado, generalmente
con flagelos peritricos y fimbrias, oxidasa negativo, ureasa negativa, Indol positivo,
rojo de metilo positivo, la mayoria son fermentadoras de la lactosa y producen gas
a partir de la glucosa. E. coli puede crecer a temperaturas desde 2.5 hasta 45
grados centigrados y a un pH de 4.4 a 9.0, aunque ha sido aislada en algunos
productos con un pH de 3.7.

2.2.6. Grupos de E. coli diarreogénicos

E. coli es el principal anaerobio facultativo de la microbiota que reside en el
colon humano, el cual es colonizado desde su nacimiento con una o dos cepas
gue residen de manera permanente estableciendo una relacién simbidtica toda su
vida. Sin embargo, se han descrito seis grupos de E. coli diarreogénicos (GED),
gue se clasifican en base a su mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico que
producen: E. coli enteropatbgena (EPEC), enterotoxigénica (ETEC),
enteroinvasiva (EIEC), enterohemorragica (EHEC), enteroagregativa (EAEC) y
enterodifusa (DAEC) (Nataro & Kaper, 1998)(Ver tabla 2).

Los grupos de E. coli diarreogénicos causan dafio mediante los siguientes
tres mecanismos de patogenicidad: 1) adherencia, 2) produccion de toxinas e 3)
invasion. La adherencia permite que la bacteria pueda unirse y colonizar el epitelio
de ciertas areas del intestino, seguido por la produccion de toxinas que son
liberadas una vez que la bacteria ha colonizado el intestino y que, dependiendo de
sus caracteristicas, puede tener un efecto en la estimulacion de secrecion de agua
y electrolitos (enterotoxinas) o la destruccién celular (citotoxinas); o en la invasion
en donde la bacteria se introduce dentro del citoplasma de las células vecinas,
evadiendo asi los mecanismos de proteccion del huésped (figura 1) (Nataro &
Kaper, 1998) (Rodriguez Angeles, 2002).
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Tabla 2. Caracteristicas de los grupos de E. coli diarreogénicos.

. -~ . . " Serogrupos y serotipos Factores de
Grupo Sintomas clinicos Epidemiologia A patogenicidad
. Niflos menores de | O8:H9, O15:H11, O25:
ETEC E(I:irc::: 2ok 2 afios y diarrea | H, 020: H, 027:H7, %T:X LT
del viajero O78:H12, 0148:H28

SUH, CH, diarrea | s o adultos 0157:H7, 026:H11, STX, A/E

sin sangre, fiebre, : ) o
EHEC dolor abdominal gque comen carne 0103: H2, 0113:H21, Intimina

vomito ' cruda o mal cocida | 0119, 0128, 0145 pO157

Diarrea con moco o | Niflos menores de OZ&H’ OllZaf::H, Invasividad
EIEC cuadro disentérico 6 meses O, OMEZ ), Plasmido de 140MDa

) 0119, 0128, 0145

Diarrea aguda, Nifios menores de A/E, BFP
EPEC | dolor abdominal, 6 meses hasta dos 8??1?_'8601021742 Plasmido EAF de 50-

vomito, fiebre anos U 70 MDa

Diarrea liquida, Recién nacidos y Elrgtt()arilr?a/-s\/-l\;l y IIDllc
EAEC | verde con moco, sin | menores de 2 044:H18 y FIc,

~ OMP, EAST |y
sangre afios . -
Citotoxina

Diarrea acuosa sin Nifiosde 1 a5 i Fimbria F1845
DAEC sangre afios 0126: H27 OMP
LT= toxina termolabil, ST= toxina termoestable, CFA= Factor de colonizacion antigénica, BFP= Pili en
forma de fimbria, EAF= factor de adherencia de EPEC, OMP= proteina de membrana externa, STX=
toxina Shiga , EAST=toxina ST de cepas enteroagregativas, A/E=Adherencia y
esfacelamiento,EAF=Factor de adherencia de EPEC, Proteinas Pet y Pic
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2.2.7. Salmonella

Es un género constituido por diferentes especies que son patdgenas para el
hombre y muchos animales. Son bacilos Gram negativos, no esporulados, oxidasa
negativa, no fermentan la lactosa, son moviles, aerobios o anaerobios facultativos,
termolébiles, contienen endotoxinas, resistentes a algunos agentes quimicos y a la
congelacion, su rica y caracteristica composicion antigénica se utiliza para la
identificacion de sus serotipos. Actualmente existen mas de 2500 serotipos de
Salmonella y todos son potencialmente patégenos para el hombre. Los factores de
virulencia incluyen la habilidad de invadir células, poseer una cubierta completa de
lipopolisacarido (LPS), capacidad de replicacion intracelular y produccién de
toxinas (Caballero Torres, 2008).

La adherencia de Salmonella, asi como de otros patégenos intestinales, a la
superficie intestinal es el factor clave en la patogenicidad y en la colonizacién
intestinal. A pesar de que estas bacterias pueden colonizar un huésped sano, el
riesgo de infeccidn se relaciona con periodos de estrés. El dafio epitelial que se
produce durante el estrés puede causar secreciones de proteinas de matriz
extracelular, tales como fibronectina que funciona como un receptor para algunas
proteinas de adhesion de Salmonella.

En los mamiferos, la infeccion por Salmonella se caracteriza por la
interaccion inicial de bacterias en el tracto digestivo, principalmente a través de las
células M y células epiteliales (figura 2). Salmonella produce efectos citotdéxicos
gue resultan en la destrucciéon de las células M y en la invasion de los enterocitos
(Revolledo, 2010). S. typhi, asi como S. typhimurium, son capaces de entrar en el
epitelio intestinal, sin embargo, S. typhimurium no destruye el epitelio (Pascopella,
y otros, 1995).
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Figura 2. Mecanismo de patogénesis de Salmonella. Tomado de (Revolledo, 2010).

3. ANTECEDENTES

Las modificaciones en los habitos alimenticios de la sociedad, ya sea el
consumo de alimentos envasados, comidas fuera de casa, establecimientos de
comidas preparadas y comidas rapidas, son factores que contribuyen al
incremento de las ETAs. Estos cambios en los estilos de vida solapan riesgos,
principalmente en las sociedades desarrolladas. En las entidades con menor nivel
socio-econdmico siguen siendo prevalentes las enfermedades entéricas como la
diarrea, el cllera, la fiebre tifoidea y la parasitosis (Kaferstein & Abdussalam,
1999).

La posible relacion entre factores socio-demograficos como el
envejecimiento de la poblacion también podria estar influyendo en el aumento de
estas enfermedades. (Kass & Rieman, 2006) (Majowicz, Horrocks, & Bocking,
2007). Los zumos de frutas y vegetales crudos se posicionan como fuentes
emergentes de ETAs (Parish M. E., 1997).

SALVADOR AGUILAR CHAIREZ



CALIDAD MICROBIOLOGICA DE JUGOS DENARANJA DE VENTA CALLEJERA EN LA CIUDAD DEMORELIA MICHOACAN

Los elaboradores de jugos de frutas dan por hecho que la acidez de sus
productos garantiza la seguridad microbioldgica. Sin embargo, la capacidad de los
patdgenos para sobrevivir en jugos acidos esta documentada (Ryu & Beuchat,
1998) (Uljas & Ingham, 1998) (Linton, McClements, & Patterson, 1999).

Aungue los patdgenos transmitidos por los alimentos pueden ser destruidos
por la pasteurizacion, el consumo de jugo sin pasteurizar se produce con
frecuencia debido a las preferencias de los consumidores. En estos jugos sin
pasteurizar, como los jugos de naranja, bacterias patdgenas, como Salmonella,
Shigella y Staphylococcus aureus han sido aisladas (Castillo, Villarruel Lopez,
Navarro Hidalgo, Martinez Gonzalez, & Torres Vitela, 2006) (Sospedra, Rubert,
Soriano, & Manes, 2012). Los jugos de fruta no pasteurizados evidentemente

constituyen un riesgo significativo para la salud de los consumidores.

4. JUSTIFICACION

Las enfermedades gastrointestinales han ido en aumento, éstas son
transmitidas al hombre a través de alimentos y agua contaminada. En estudios de
diferentes partes del mundo se ha reportado que los alimentos de venta callejera
pueden contener patdgenos en cantidad suficiente para producir enfermedades.
En México, el jugo de naranja recién exprimido es uno de los alimentos de venta
callejera que se consume con mas frecuencia durante las primeras horas del dia.
En estudios realizados en otros paises se ha reportado que este tipo de jugo
puede contener Salmonella y grupos de E. coli diarreogénicos, sin embargo, en
Morelia Michoacan no hay estudios de busqueda intencional de estos patdgenos
por lo cual, proponemos determinar la calidad microbiolégica de los jugos de
naranja de venta callejera asi como evaluar la presencia de diferentes patdgenos.
Este trabajo permitira establecer si los jugos de naranja recién exprimidos de
venta callejera de la Cd. de Morelia presentan una buena calidad microbiol6gica y

si contienen agentes patdégenos productores de ETAs.
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5. HIPOTESIS

Los jugos de naranja recién exprimidos de venta callejera en la Morelia Michoacan

son de mala calidad microbiolégica y pueden contener agentes patdgenos

productores de ETAs.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Evaluar la calidad microbiolégica de 100 muestras de jugos de naranja
recién exprimidos de venta callejera en la Ciudad de Morelia Michoacan, asi como

determinar si contienen agentes patdégenos productores de ETAs.

6.2. Objetivos especificos

e Colectar 100 muestras de jugos de naranja recién exprimido de venta
callejera en la ciudad de Morelia Michoacan y evaluacion de las
caracteristicas sanitarias del establecimiento.

e Determinacion de microorganismos mesofilicos aerobios utilizando la NOM-
092-SSAL.

e Establecer el nimero de microorganismos coliformes totales con base a la
norma NOM-113-SSA1l

e Establecer el niumero de microorganismos coliformes fecales con base a la
norma NOM-112-SSA1l

e Hacer la busqueda de microorganismos patdgenos que puedan causar
problemas de ETASs, particularmente Salmonella y E. coli con ayuda de
medios selectivos y pruebas bioquimicas.

e I|dentificar a los grupos de E. coli diarreogénicos (EPEC, ETEC, EHEC y
EIEC) utilizando una PCR multiplex.

e Analisis de los resultados.
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7. MATERIAL Y METODOS

A continuacion se muestra el esquema general de trabajo empleado en este

estudio.
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—
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| ]
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Esquema 1. Diagrama general de trabajo.
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I?.l. Colecta de las muestras

Se colectaron 100 muestras de jugos de naranja utilizando los criterios
establecidos por la Norma Oficial Mexicana NOM-109-SSA1-1994 (ver anexo 3).
Las muestras fueron seleccionadas con base en la geografia de la ciudad y fueron

sitios que presentan una gran concurrencia de la poblacion.

I 7.2. Sitos seleccionados para la colecta de las muestras

A continuacién se presenta un mapa donde se localizan con

un asterisco

rojo cada uno de los puntos de venta donde se colectaron las muestras de jugos

de naranja en la ciudad de Morelia Michoacan.
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Figura 3. Mapa de Morelia donde se muestra los sitios de colectade los jugos

SALVADOR AGUILAR CHAIREZ



CALIDAD MICROBIOLOGICA DE JUGOS DENARANJA DE VENTA CALLEJERA EN LA CIUDAD DEMORELIA MICHOACAN

7.2.1. Caracteristicas sanitarias del establecimiento

Para determinar las caracteristicas sanitarias del establecimiento se
tomaron en cuenta cinco criterios de limpieza: 1) limpieza del
puesto/establecimiento, 2) limpieza del manipulador, 3) limpieza de la materia
prima, 4) disposicion de la basura (separacion de basura), y 5) limpieza de
utensilios de trabajo.

Asi se evalu6 a cada lugar de venta de jugos, dando una puntuacién a cada
uno de los parametros de la siguiente manera:

e Bueno: 3 puntos
e Aceptable: 2 puntos
e Deficiente: 1 punto

e Malo: 0 puntos

7.3. Determinacion del pH
El pH de las muestras fue determinado utilizando un potenciometro HI98129
marca HANNA.

7.4. Determinacion de mesofilicos aerobios

Utilizando el procedimiento establecido por la NOM-110-SSA1-1994
“Preparacién y dilucion de muestras de alimentos para su analisis microbiol6gico”
y la técnica establecida por la NOM-092-SSA1-1994, “Método para la cuenta de
bacterias aerobias en placa” (ver Anexo 3) se realizé el siguiente procedimiento:

En condiciones de esterilidad, se midieron 10 mL de jugo de naranja
utilizando una pipeta de cristal estéril, vertiéndolo en un dilutor el cual contenia 90
mL caldo peptonado, el cual se agité y se consideré como la primera dilucién (101)
y a partir de esta dilucién se realizaron las diluciones 102 y 102 utilizando los
mismos voliumenes. Un mL de cada una de estas diluciones fueron depositados en
una caja de Petri estéril y a estas de les adicioné 15 mL de agar cuenta estandar a
temperatura de 45°C. Este procedimiento se realizd por duplicado. Las placas
fueron homogenizadas como lo establece la norma y una vez que la mezcla

solidifico, las placas se incubaron a 37°C por 24-48 h (ver esquema 2).
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Finalmente, los mesofilicos aerobios se reportaron en unidades formadoras de

colonias por mL (UFC/mL).

Procedimiento para mesofilos aerobios
Dilutores con Caldo

. = peptonado
7 7 & N 90 mi
I} 10mi 10mi -
L g
10" 107 10°

Jugo de

Naranja J—Lm IL@ ﬂ'

(:" y  Mezclar Vaciado en placa por

duplicado

= = =

Incubar 24-48 hus, 37 °C

AgarCE

Esquema 2. Método para la cuenta de mesofilicos aerobios

I 7.4.1. Determinacion de coliformes totales por conteo en placa

Para la determinacion de coliformes totales en placa se siguid el
procedimiento establecido en la NOM 113-SSA1-1994. Brevemente, de las
diluciones anteriores (10! a 10-%), 1 mL de cada dilucién se vertié en una placa de
Petri estéril y se adicionaron 10 mL de Agar Bilis Rojo-Violeta a temperatura de
45°C, se mezclé cuidadosamente hasta obtener una mezcla homogénea y se dejo
solidificar. Posteriormente se adicioné otra capa de 5 mL del mismo agar y se dejé
solidificar. Este procedimiento se realizé por duplicado (Esquema 3). Las placas se
incubaron a 37°C por 24-48 h. La cuenta de coliformes totales se reporté en
UFC/mL.
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Procedimiento para coliformes totales

Dilutores con
. : Caldo peptonado
g ~ 20 mi

™~ A
ﬁ 10 mi I’D\ 10 mi

10" 107 10

Jugo de

Naranja ﬂ [E] ﬂ LE 'Di’

. B T — O
ﬂpmm'm"ad“’“‘" -_— - -

rger | Seundacapade S ‘S

th agar
Bilis Vaciado en placa
Roio Incubar 24-48 hrs, 37 °C por duplicado

Esquema 3. Determinacion de coliformes totales de acuerdo a la NOM-113-SSA1-1994.

7.4.2. Determinacion de coliformes fecales por el nUmero mas
I probable (NMP).

Para la determinacion de coliformes fecales por el método del nUmero mas
probable, se realizé primero una prueba presuntiva y posteriormente una
confirmatoria.

Prueba Presuntiva. Para la determinacién de NMP para coliformes fecales
se efectud el procedimiento basado en la NOM-112-SSA1-1993 como se muestra
en esquema 4. A partir de la muestra se inocularon tubos que contenian 10 mL de
caldo lactosado con 10, 1 y 0.1 mL de la muestra. Este procedimiento se realizd
por triplicado. Estos tubos se incubaron a 35°C por 24-48h. La presencia de gas
en la campana de Durham hace la prueba positiva.

Prueba confirmativa. De cada tubo que presento formacion de gas en la
prueba presuntiva se tomd una asada y se inocul6 en igual nimero de tubos con
caldo E. coli. Los tubos se incubaron en bafio de agua a temperatura constante de
45,5 + 0.2°C por 24-48 h. La presencia de gas hace la prueba positiva. Los
resultados obtenidos se reportaron como NMP/mL.
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Los resultados posftivos se
sombraron en Caldo EC

Caldo lactosado con MUG

- oam PO —
En condiciones de estenlidad se por tubo
vertid el jugo de naranja a cada —_—
tubo de dvlucion las cantidades
marcadas
10"’ w'
pdie 3 pases CALDO EC con MUG
- .- - Lectura de twbos positivos en

-
por-ee tablas. NMP de coliformes

1) i mi B ————p lecaies'ml de muestra
————
b Siembra de tubos positivos

en agar MacConkey para

%‘ * s bisqueda de £ col
J pasas
- . - por tubo .

1w’ "o

Todos jos tubos contienen 10 mi de caldo.  Incubar a 35 °C Caldo EC.Incubar a 445 °C 24-432 2 ws
2443 22 hrs

Resultado positivos' Presencia de gas en campana invertida
Resultado negativo. Ausencia de gas on campana invertida

Esquema 4. Técnica del NMP para la determinacion de coliformes fecales.

I 7.4.3. Pre-enriquecimiento para el aislamiento de patdogenos

Para este procedimiento se inocularon 25 mL de jugo de naranja a un
matraz que contenia 250 mL de caldo lactosado ajustado a un pH de 7. La mezcla
se incubo a 35°C por 24 h.

Enriquecimiento (selectivo) para el aislamiento de Salmonella y otros
patdégenos. Transcurrido el tiempo de incubacion del pre-enriquecimiento, se
tomd 1 mL y se vertié en un tubo que contenia 10 mL de caldo Tetrationato (T.t) y
se activo con 6 gotas de verde brillante al 1% y 3 gotas de lugol. Posteriormente
de este caldo se tomé 1 mL y se vertié6 en tubo que contenia 10 mL de caldo
Rappaport-Vassiliadis (R.V). El tubo se homogenizé y se incubé a 35°C por 48 h.
El resultado es positivo para el T.t cuando se observa la decoloraciéon del color
caracteristico dado por el reactivo de verde brillante, mientras que para el R.V es

positivo cuando se observa turbidez en el tubo.
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7.4.4. Aislamiento e identificacion de Salmonellay otros patégenos.

A partir de los caldos positivos para T.t y R. V, se tomé una asada utilizando
un asa bacteriolégica calibrada y se sembrd por estria en cuadrantes en Agar
Sulfito de Bismuto (S.B), Agar Xilosa Desoxicolato (XLD), Agar Verde Brillante y
Agar MacConkey (MCK). Las placas se incubaron a 37°C por 24-48 h,
posteriormente se examinaron las placas y se seleccionaron colonias tipicas de
Salmonella en S.B. De medios restantes se seleccionaron 2 colonias con
morfologia variadas. Todas las cepas aisladas de estos medios fueron
identificadas por pruebas bioquimicas.

7.4.5. Aislamiento e identificacion de E. coli.

El aislamiento de las cepas de E. coli se realizd6 a partir de los tubos
positivos de coliformes fecales (Caldo EC con MUG). De dichos tubos, una asada
fue sembrada por estria en cuadrantes en eosina azul de metileno (EMB) y en
agar MacConkey (MCK). Las placas fueron incubadas a 37°C por 24 h. De cada
muestra, 1 colonia con morfologia compatible con E. coli fue seleccionada de cada
uno de los medios. Para la confirmacion de las cepas de E. coli se realizaron

pruebas bioquimicas.

7.5. PCR multiplex para la identificacion de EPEC, STEC, EIECy ETEC

Para la identificacion de los grupos de E. coli diarreogénicos se realizd una
PCR multiplex donde se amplifican 7 genes en una sola reaccién. Para lo cual se
realizo la obtencion de un lisado bacteriano. Brevemente, cada cepa de E. coli
aislada se sembré en agar MCK, estas placas fueron incubadas de 18 a 24 h a
37°C; posteriormente se seleccion6 una colonia y se re suspendiéo en 1 mL de
agua MilliQ (agua desionizada) estéril contenida en un microtubo. Se homogenizo
perfectamente usando un vortex, el tubo se colocd en ebullicion por un minuto,
pasando ese tiempo se coloc6 inmediatamente en hielo durante 5 min.

La PCR gue se utilizo fue desarrollada por Lépez-Saucedo y colaboradores
(Lépez Saucedo C. , y otros, 2003), donde se seleccionaron los genes de

patogenia caracteristicos de cada grupo: para ETEC los que codifican las toxinas
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LT (It) y ST (st), para EPEC los que codifican para la proteina intimina: (eaeA) y
para la fimbria BFP (bfpA), para STEC los que codifican para las toxinas Stx1
(stx1), Stx2 (stx2) y el de la intimina (eaeA) y para EIEC se seleccioné un
fragmento del plasmido de invasividad denominado ial.

Para realizar la PCR multiplex (Esquema 5), cada microtubo de PCR
contenia 23 pL de la mezcla de reaccion compuesta de tris-HCI (10 mM, pH 8.3),
KCI (50mM), MgCIl2 (2 mM), gelatina (100 pg/mL), glicerol (5% Vv/v),
dATP,dCTP,dGTP y dTTP (200 uM cada uno), polimerasa Ampli Tag (GIBCO-
BRL) (0.5 U/23puL), una mezcla de 14 iniciadores (Tabla 3), y 2 yL del lisado de la
bacteria (DNA). La concentracion final de cada iniciador se describe en el cuadro
4. La amplificaciéon se realizé en un termociclador (MyCycler, BioRAD) utilizando el
siguiente programa: 50°C (2 min, 1 ciclo), 95°C (5 min, 1 ciclo), 95°C, 50°Cy 72°C
(45 s cada temperatura, 40 ciclos) y un paso de extension final de 10 min a 72°C.
Se visualizaron 4 uL del producto mediante electroforesis en un gel de agarosa al

2% utilizando bromuro de etidio (Figura 5).
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_ v (2 )

aat e \J/ A
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Esquema 5. Procedimiento para PCR-Multiplex.
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Tabla 3. Iniciadores utilizados en la PCR
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I 7.6. Anadlisis estadistico de los resultados

Los datos se analizaron utilizando la prueba de chi cuadrada para la
comparacion de grupos, mientras que para las variables continuas se realizé la

prueba de t-student, con el programa EPI-INFO version 7.0

‘8. RESULTADOS

I 8.1. Resultados de Criterios de limpieza

En general los establecimientos presentaron una mala limpieza (p<0.05), ya
la mayoria de los puestos tenian un puntaje menor a 2. Los porcentajes obtenidos

de los 5 criterios son mostrados en el grafico 1.

CRITERIOS DE LIMPIEZA

100
90

91 91 33 89
80 74
7
6
5
3 26
2 I . 5 12 11
1
. I I ] |

o O O

o O O

Limpieza de puesto Limpieza Limpieza materia  Disposicion de basuralimpieza de utensilios
manipulador/calidad prima de trabajo
H N° de establecimientos aceptables B N° de establecimientos no aceptables

Grafico 1. Evaluacion de criterios de limpieza.

§8.2. Determinacion del pH

Los valores de la determinacion de pH oscilé entre un minimo de 3, con una
media de 4 y un maximo de 4.73 (ver anexo 1).

i ]
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8.3. Evaluacion de la calidad microbioldgica: mesofilicos aerobios,
coliformes totales y fecales

El analisis microbioldgico realizado a las muestras de jugo de naranja para
determinar mesofilicos aerobios (Tabla 4), mostraron cantidades muy altas de
estos, que oscilaron en un intervalo de 260 hasta 22,530,000 UFC/mL, donde el
100% de las muestras contenian organismos mesofilicos y 26 muestras
sobrepasaron el limite permitido por la norma de la Comision Internacional de
Especificaciones Microbioldgicas para los Alimentos (ICMSF, por sus siglas en un
inglés), la cual nos indica un valor maximo de mesofilicos aerobios de 100,000
UFC/mL.

Los coliformes totales mostraron un valor alto, donde el 100% de las
muestras contenian estos organismos en un intervalo de 60 a 11, 844,000
UFC/mL y el 99% de las muestras se encontro fuera de norma (Tabla 4). Para
coliformes fecales el 35% de las muestras contenian este grupo indicador con un
intervalo de <0.03 a >11.0 NMP/mL y 35 muestras estuvieron fuera de norma
ICMSF, la cual establece la ausencia de este grupo indicador en las muestras
(Tabla 4).

Tabla 4. Resultados del analisis microbioldgico de los jugos de naranja.

Limite Muestras Muestras
Organismos Minimo | Media Maximo permitido* | Positivas (%) fuerade
norma (%)
Mesofilicos 100,000
aerobios UEC/mL 260 209,914 | 22,530,000 UEC/mL 100 (100) 26 (26)
CO"f‘ﬂL“gfr;Eta'es 60 173,734 11,844,000 |100 UFC/mL 100 (100) | 99 (99)
Coliformes fecales <0.03 NMP
NMP/mL <0.03 0.13 >11.0 (negativo) 35(35) 35(35)

*Limites establecidos por la Comision Internacional de especificaciones Microbiolégicas para los

alimentos (ICMSF, por sus siglas en inglés).
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I 8.4. Identificaciéon de enterobacterias

A partir de las muestras de jugo de naranja se logré aislar 326 cepas
bacterianas de las cuales se identificaron 31 especies incluidas en 6 géneros
bacterianos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae (Figura 2). En ninguna

de las muestras se aislé Salmonella

Especies bacterianas identificadas en los jugos de naranja
4.9%

19.11%

8.0%
14.7%
H Genero Citrobacter H Genero Enterobacter W Escherichia coli H Grupo entérico (64 'y 69)

H Genero Klebsiella i Genero Serratia .1 Otros

Grafico 2. Géneros bacterianos aislados en jugos de naranja.

|8.5. Identificacién de grupos de E. coli diarreogénicos

Se realizé la amplificacion del DNA de 33 cepas de E. coli aisladas de los
jugos de naranja con los iniciadores especificos para 4 grupos de E. coli
diarreogénicos. Ninguna de las cepas de E. coli pertenecié a algun grupo
diarreogénico (Figura 5).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14

L) W 48 50 )Y B9 ) Y

fal 650 pb

¥ 450 p&
saed 354 pb

bipA 324 pb
e 5ix2 255 p00

st 190pb

A1 B

s&x1 150 pb

100ph  w—jp

Figura 5. Electroferogramade los resultados de PCR-multiplex.

En el carril 1: Marcador de 100 pb, carril 2: control negativo, carriles 3 y 14: controles positivo,
carriles del 4 al 13: muestras de DNA de cepas de E. coli aisladas de jugos de naranja.
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9. DISCUSION

El sector informal domina ya de forma importante la economia en México
donde un 30% de la poblacion se dedica a la venta de alimentos de venta callejera
y el numero de vendedores en este sector sigue en aumento (CNN Expansion,
2012). La industria de los alimentos de venta callejera tiene un papel importante
en paises en vias de desarrollo como México, en donde del 20 al 25% de los
ingresos son gastados en alimentos de venta callejera y algunos segmentos de la

poblacion depende enteramente de este tipo de alimentos (FAO/WHO, 2003).

El valor nutricional y delicioso sabor de los jugos de frutas citricas recién
exprimido es muy apreciado, por lo que el consumo de estos jugos se ha
incrementado los dltimos afios en todo el mundo, particularmente del jugo de
naranja (Perez Cacho & Rouseff, 2008), este tipo de jugo se caracteriza por
contener un potente arreglo de antioxidantes como los flavonoides (hesperetina y
naringenina predominantemente como glicosidos), carotenoides (xantofilos,
cryptoxantinas y carotenos), vitamina C y fitoquimicos como folato (Franke,
Conney, Henning, & Custer, 2005). Estos compuestos contribuyen de manera
significativa para prevenir el cancer y enfermedades cardiacas (Franke, Conney,
Henning, & Custer, 2005) (Asplund, 2002).

Los jugos de fruta recién preparados tienen como caracteristica que no se
han sometido a ningun proceso de pasteurizacion, por eso, es de esperarse que el
jugo de naranja sea catalogado como un vehiculo de transmision de patégenos
(Castillo, Villarruel Lopez, Navarro Hidalgo, Martinez Gonzalez, & Torres Vitela,
2006). Ya que se ha reportado que los jugos de naranja han estado involucrados
en brotes asociados a E. coli 0157:H7, Salmonella, Cryptosporidium etc. (Vojdani,
Beuchat, & Tauxe, 2008).

La calidad de los alimentos esta directamente relacionada con las buenas
practicas de higiene de los preparadores, de las técnicas de desinfeccion

utilizadas en su materia prima, de la manipulacion y del almacenaje tanto de la
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materia prima como del producto terminado (refrigeracién), esto ultimo interviene
en el tiempo de vida util del producto, el cual disminuye si todo lo anterior no se

lleva a cabo de la forma correcta.

En México existe poca investigacion enfocada a la busqueda de patégenos
y calidad microbiolégica en los alimentos de venta callejera, que nos permita
conocer riesgos que representa el consumo de estos alimentos para la poblacién,
principalmente para la inmunosuprimida. Por ello, se planteé la evaluacion de la
calidad microbioldgica y busqueda de bacterias patdgenas causante de ETAs en
los jugos de naranja vendidos en la calle en la ciudad de Morelia Michoacan.

En nuestro estudio, los jugos de naranja presentaron un pH que oscilé en
un intervalo de 3 a 4.7, estos datos coinciden con lo reportado por (Uljas &
Ingham, 1998), (Linton, McClements, & Patterson, 1999) (Castillo, Villarruel Lopez,

Navarro Hidalgo, Martinez Gonzalez, & Torres Vitela, 2006).

El analisis microbiol6gico mostré que el 100% de las muestras de jugo de
naranja contenia mesofilicos aerobios en un intervalo de 260 hasta 22, 530,000
UFC/mL y de los cuales 26 superaron el limite permitido por la ICMSF. Los valores
de mesofilicos aerobios encontrados en este estudio son similares a lo reportado
en un estudio realizado en jugos de naranja en Guadalajara; México, por Castillo y
colaboradores en 2006 (Castillo, Villarruel Lopez, Navarro Hidalgo, Martinez
Gonzalez, & Torres Vitela, 2006), quienes encontraron que el 100% de sus
muestras contenian mesofilicos aerobios en un intervalo de >100 a >1,000,000
UFC/mL de mesofilicos aerobios, donde el 33% de las muestras contenia méas de
100,000 UFC/mL. Nuestro estudio también coincide con lo reportado por (Lewis,
Thompson, Rajanna, Rao, & Kalavati, 2006) y (Bagci & Temiz, 2011) quienes
encontraron que el 100% de los jugos de naranja de venta callejera en la India y
en Turquia contienen mesofilicos aerobios en concentraciones de 80,000 a
336,000 UFC/100mL y de 1000 a 100,000 UFC/mL, respectivamente.
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Estos resultados indican la mala calidad de la materia prima que utilizaron
para la preparacion de los jugos de naranja y observamos que este problema se
presenta en diferentes paises.

Los organismos coliformes totales en este trabajo fueron detectados en el
100% de las muestras en un intervalo de 60 a 11, 844,000 UFC/mL de las cuales
99/100 (99%) muestras estuvieron fuera del limite permisible de normatividad.

Esta informacion indica que los jugos de naranja son preparados utilizando
malas practicas de Higiene. Este resultado coincide con el reportado para la India
por Lewis y colaboradores quienes encontraron que el 100% de los jugos de
naranja contenian coliformes totales, sin embargo, ellos reportaron una
concentracion de coliformes totales menor a la nuestra, 88000 a 104,000 UFC/
100 mL (Lewis, Thompson, Rajanna, Rao, & Kalavati, 2006). Nuestro resultado
coincide con lo reportado por Torres-Vitelay colaboradores (Torres-Vitela, y otros,
2012), quienes encuentran que las 280 muestras de jugo de zanahoria compradas
en Pachuca Hidalgo, contienen coliformes totales en una concentracion similares a
las nuestras.

El analisis de los jugos para evaluar la presencia de coliformes fecales
revelé que 35 muestras contenian este grupo indicador. Debido a que la ICMSF
establece la ausencia de coliformes fecales, las 35 muestras estan fuera de
norma. Este resultado es preocupante debido a que los coliformes fecales nos
indican una contaminacion fecal reciente, lo que demuestra la falta de higiene de
los vendedores ambulantes. Nuestro resultado es inferior al reportado realizado
por Parish, quien evalué la presencia de coliformes fecales en muestras de jugos
de naranja de 8 diferentes plantas de procesamiento, con el fin de identificar la
fuente de los jugos causantes de un brote de Salmonelosis en la Florida, Estados
Unidos, en dicho estudio todas las muestras contenian coliformes fecales (Parish
M. E., 1998). En este trabajo se encontrd6 que nuestros resultados son inferiores a
lo reportado por Torres-vitela para jugos de zanahoria, quien encontraron que el
96.8% de los 280 jugos analizados contenian coliformes fecales (Torres-Vitela, y
otros, 2012).
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En el 14% de nuestros jugos se aislo E. coli, este resultado coincide con un
estudio reportado en Ankara, Turquia. Donde el 17% de los jugos de naranja
contenian E. coli (Bagci & Temiz, 2011). Mientras que Lewis y colegas (Lewis,
Thompson, Rajanna, Rao, & Kalavati, 2006) reportaron que el 27% de los jugos de
naranja de la India contenian E. coli. Nuestro resultado es inferior al reportado por
Castillo y colaboradores (Castillo, Villarruel Lopez, Navarro Hidalgo, Martinez
Gonzalez, & Torres Vitela, 2006) quien encuentran que el 100% de los jugos de
naranja contienen E. coli. Torres-Vitela y colaboradores (Torres-Vitela, y otros,
2012) reportd que el 54.3% de las muestras de jugo de zanahoria contenian E.
coli.

En este estudio si identificé que los jugos contenian bacterias patégenas
como Shigella sp, Klebsiella spp., Citrobacter spp, Enterobacter sp, Serratia spp.
Varias de estas especies han sido asociadas a enfermedad, por ejemplo, en un
articulo reciente se reporté que Shigella provocd 2309 casos de ETAs (CDC,
2013). Castillo y colegas en 2006 (Castillo, Villarruel Lopez, Navarro Hidalgo,
Martinez Gonzalez, & Torres Vitela, 2006), revelaron la presencia Shigella en un
6% de muestras de jugo de naranja de Guadalajara, Jalisco. Recientemente se ha
reportado que Klebsiella y Shigella fueron responsables de brotes de diarrea
debido al consumo de alimentos (Alexander & Blackburn, 2013), mientras que
Enterobacter es un patdgeno importante transmitido por alimentos en todo el
mundo (Ortega, 2008).

Este trabajo permitid identificar que los jugos de naranja de venta callejera
presentan una mala calidad microbiolégica y contienen bacterias patdgenas
causantes de ETAs, por lo cual, el consumo de este alimento es un riesgo para la

poblacién que los consume.
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10. CONCLUSIONES

10.1. Conclusiones parciales

1. Los establecimientos de venta callejera no cumplen con los criterios

basicos de limpieza.

2. Los jugos de naranja de venta callejera de la ciudad de Morelia
Michoacén revelaron tener una inadecuada calidad microbiolégica para

los consumidores.

3. Se identificaron cepas de E. coli en el 14% de las muestras.

4. Ninguna de las cepas de E. coli pertenecié a los grupos de E. coli

diarreogénicos.
5. Los jugos de naranja contenian Shigella sp, Klebsiella spp., Citrobacter

spp, Enterobacter sp, Serratia spp., algunas de las cuales han sido

asociadas a brotes de ETAs.
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12. Anexos

I 12.1. Anexo 1 Tablas de resultados

A continuacién se muestra la relacion de establecimientos analizados,
donde se incluyen los criterios utilizados y el puntaje obtenido a partir de su

limpieza y sanidad.

Tabla 5. Relacion de sitios muestreados, ubicacién y puntaje.

w pg  |HMPIEZA| LIMPIEZA DE M e DISPOSICION | UTENSILIOS
M UESTRA DEL ANIPULADOR Y| P8 18 DE BASURA |DE TRABAJO| DOMICILIO
PUESTO CALIDAD MATERIA
PRIMA
1 2 2 2 2 Av. Acueducto #1308 esquina con Alcazar de Chapultepec. Col. Chapultepec Norte.
2 1 1 2 1 Tzintzuntzan s/n esq. con Av. Acueducto (Fac. M.V.Z — UMSNH)
3 1 1 !Av. del estudiante Col. Vasco de Quiroga. Cocina Econémica “Las ranas”
4 2 1 2 2 Tzintzuntzan s/n esq. con Av. Acueducto Antes ISSSTE-TIENDA
5 1 1 1 1 Av. del estudiante esq. calle del empleado s/n Col. Matamoros.
6 1 2 1 1 . Bucareli S/N.Col. Vasco de quiroga
7 1 . Bucareli S/N.Col. Vasco de quiroga
8 1 . Bucareli S/N.Col. Vasco de quiroga
9 1 . Bucareli S/N.Col. Vasco de quiroga

. Bucareli S/N.Col. Vasco de quiroga

Antonio de saavedra s/n esq. Av Francisco . Madero Oriente. Col. Vasco de Quiroga

Olivares de Tzintzunzan #1209. Col. Vasco de Quiroga.

Tejedores de Aranza S/N. Col. Vasco de Quiroga.

Curtidores de Teremendo esq. Obrajeros de Nurio S/N. Col Vasco de quiroga.

Curtidores de teremendo S/N. Col Vasco de Quiroga

Curtidores de Teremendo # 487. Col. Vasco de Quiroga.

Curtidores de Teremendo esq. Obrajeros de Nurio. Col Vasco de quiroga.

Curtidores de Teremendo s/n esq. Obreros de santa clara.

1 1 Calle Platanares de Ziracuaretiro s/n.

Tejedores de Aranza esq. Bucareli s/n.

Calle revolucién s/n, primer puesto frente a la plaza San Juan,Gazpachos y jugos

Dentro del mercado San Juan atras del puesto 1 de gazpachos y jugos.

1 1 Calle Plan de Ayala # 633
1 1 Calle Plan de Ayala S/N Frente a farmacia santa cruz
1 1 Dentro del mercado San Juan, entrada por plan de ayala.
1 1 1 Calle Vicente Santa Maria # desconocido Col. Centro.
1 1 -Calle miguel de cervantes Saavedra # 296. Col. Independencia
1 2 1 1 Calle Vicente santa maria esq. Ana Maria Gallaga S/N
29 2 1 1 2 1 Calle Rio Mayo # 458 Col. Independencia
30 2 1 1 1 1 Jesus Urbina # 13 Col. Chapultepec sur
31 1 1 1 1 Batallon de Matamoros # 77. Col Chapultepec Sur.
32 1 1 1 Batalla de casamata #666A. Col Chapultepec sur.
33 1 Calle Casa mata esq. Pedro Ana maya #617. Col Chapultepec sur.
34 1 1 Calle Juan Escutia esq. Gral. Mariano monterde s/n. Col. Chapultepec sur
1 Calle Nifios Héroes # 200. Col. Chapultepec sur

Calle Raf ael de la vega # 102. Poblado Ocolusen

37 1 Calle Raf ael de la Vega # 180-B. Col. Poblado Ocolusen

Calle Dr. Luis Pasteur # 130. Col. Poblado Ocolusen

Calle Dr. Luis Pasteur # 115. Col. Poblado Ocolusen

2 Calle Dr. Luis Pasteur s/n. Col. Poblado Ocolusen.
41 1 Calle Alejandro V olta # 233. Col. V entura Puente.
42 2 Calle Manuel Pérez Coronado # 13-B Col. Frente al IMSS camelinas.
43 2 Calle Manuel Pérez Coronado #181. Col. Frente al IMSS camelinas
2 Blvd. Jesuis Sansoén Flores. Col. Sin asignacion de nombre.

Calle Blvd. Jes(s Sansén Flores. Col. Camelinas

Padre Lloreda # 594. Col. Centro

Calle Diego José Abad # 301. Col. Centro

Calle Samuel Ramos s/n. Frente al hospital Civil.

Andador Samuel Ramos s/n. Dentro del bosque Cuauhtémoc.
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Calle Zamora # 11. Col. Juarez

Calle Zamora s/n. Col. Juarez

1 Calle Nicolas Bravo # 757. Col Juarez.

1 Calle Cuautla s/n. Col. Juarez.

1 Calle Cuautla #1158 Col. Felicitas del Rio
57 q 1 Dr. José Pilar Ruiz #153 Col. Felicitas del Rio
58 1 1 Dr. José Pilar Ruiz #284 Col. Felicitas del Rio.
59 2 2 1 Calle Martin Castrejon #560
60 1 1 1 Martin Castrejon #6222 Col. Felicitas del Rio
61 1 1 1 1 Cayetano Andrade #315 Col. Felicitas del Rio.
62 2 1 1 1 1 Constituyentes s/n Col. Felicitas del Rio.
63 1 1 F.J. Mujica # 385. Col. Felicitas del Rio.

2 1 F.J. Mujica SIN. Col. Felicitas del Rio.

Interior de CU, Local s/n

Interior de CU, Local 2

Tlalpujahua # 394-b. Col. Felicitas del Rio.

Interior de CU. Local 1.

F. J, Mujica S/N. Frente a estacionamiento de CU Noreste. Col. Felicitas del rio.

Viena # 7603. Col. Villa Universidad.

Av. Universidad # s/n. Col. Villa Universidad.

Av. Universidad # 1290-A. Col. Villa Universidad.

Av. Universidad # 1217. Col. Villa Universidad.

Constitucion # 347. Col. Felicitas del Rio

Calle Lic. Alberto Alvarado #584. Col. Villas de Morelia.

Lic. Alberto Alvarado #629. Col. Villas de Morelia

Eduardo Ruiz s/n Col. Centro

Calle Eduardo Ruiz #136 Col. Centro

Eduardo Ruiz #586 Col. Centro

Eduardo Ruiz #6312 Col: Centro

Calle Guadalupe Victoria #242 Col. Centro

Calle Guadalupe Victoria S/N Col. Industrial

Calle Guadalupe Victoria esq. Zinc #808 Col Industrial

Calle Zinc #711 Col. Industrial

Calle Santos Degollado #310 Col. Industrial

Calle Benito Juarez #6262 Col. Industrial

Pico de Tzirate S/N Col. Lomas del Tecnélogico

SR N TS RN [FSRNY T [\ YNy P

(O3 SN I O (REN) (FERNY PSS
I

Cerro de Villachuato #540 Col. Lomas del Tecnoldgico.

Cerro de Villachuato #443 Col. Lomas del Tecnolégico

1 Calle Cerro de Villachuato #574. Col. Santiaguito
1 Calle Curucupaseo esq. Cerro de Villachuato #s/n Col. Santiaguito
2 2 2 2 Calle Pichataro #490 Col. Santiaguito
1 1 1 1 Sierra de Pichataro esq. Cerro de Villachuato S/N Col. Santiaguito
94 1 1 1 1 1 CalleJacarandas S/N Col. Prados Verdes
95 2 1 1 2 1 Calle Jacarandas S/N Col. Prados Verdes
96 1 Av. Poliducto esg. Av. Michoacan S/N Col. Primo Tapia
97 2 Av. Pedregal #804 Col. La colina
98 1 2 1 Calle Manuel Fernando Soto S/N. Col. Tierra y libertad
99 1 1 2 2 Calle Manuel Fernando Soto #56 Col. Tierra y Libertad

100 Calle Capitan Carlos Rovirosa S/N Col. Tierra y Libertad

I H 2 1 H
Puntaje' Bueno Aceptable | Deficiente Malo
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Tabla 6. Tabla de resultados, cuenta de microorganismos en placay numero mas probable

(NMP).

SALVADOR AGUILAR CHAIREZ

CONTEO EN PLACA UFC/m|

NUumero mas
probable (NMP)

Node | % COLIFORMES | COLIFORMES
MUESTRA MESOELOS | ToTAl ES EECALES

MOO01 3.5 185,000 250 0.03
MO002 3 55,000 740 <0.03
MO03 4 65,000 7,700 <0.03
MO004 3 93,000 410 <0.03
MOO05 3 51,000 5,100 <0.03
MOO06 4 82,000 4,500 <0.03
MOO7 4 15,500 510 <0.03
MO008 3 19,100 330 <0.03
MO009 3.5 450,000 1,550 <0.03
MO010 3.5 58,000 440 <0.03
MO11 3.5 10,000 142,000 0.04
MO012 4 19,000 550 0.04
MO013 3.5 80,000 6,900 <0.03
MO014 3.5 420,000 20,000 <0.03
MO15 3.5 116,000 15,100 0.04
MO16 4 150,000 400 <0.03
MO17 3 30,000 5,500 0.2
MO018 4 118,000 45,000 <0.03
MO019 3.5 206,000 40,000 <0.03
M020 4 15,000 220 <0.03
MO021 3.5 32,000 2,000 <0.03
M022 35 3,246,000 41,000 <0.03
M023 4 5,000 150 <0.03
M024 4 3,800 440 0.04
MO025 4 8,000 2,500 0.04
MO026 35 161,000 173,000 0.09
MO027 4 56,000 39,000 0.04
M028 35 41,000 119,000 0.09
M029 35 163,000 10,100 <0.03
MO030 4 13,700 270 <0.03
MO031 35 45,000 12,600 0.09
MO032 4 17,000 11,000 0.04
MO033 35 2,900 3,500 <0.03
MO034 4 6,800 320 <0.03
MO035 35 260 160 0.04
MO036 4 28,000 1,300 <0.03
MO37 3 13,500 3,600 <0.03
MO038 45 12,100 3,400 <0.03
MO39 4 2,000 120 0.04
M040 3.5 23,000 3,400 <0.03
M041 3.5 23,400 2,860 <0.03
M042 45 18,600 8,500 <0.03
M043 4 2,420 60 <0.03
MO044 4 9,700 5,000 <0.03
MO045 4 1,160 460 <0.03
MO046 3.5 340 130 <0.03

50



CALIDAD MICROBIOLOGICA DE JUGOS DENARANJA DE VENTA CALLEJERA EN LA CIUDAD DEMORELIA MICHOACAN

M047 4 20,600 7,500 <0.03
MO048 3.5 3,800 1,740 <0.03
M049 3.5 7,900 5,600 <0.03
MO050 4 350,000 140 <0.03
MO051 4 47000 5,000 0.09
M052 4 12,700 280 <0.03
MO053 4 3,700 150 <0.03
MO054 4 27,000 1,640 0.04
MO055 4.5 21,800 6,700 <0.03
MO056 3.5 32,000 61,000 <0.03
MO057 3.7 34,000 1,060 0.03
MO058 3.8 200,000 75,000 0.03
MO059 3.8 6,000 270 <0.03
MO060 3.7 15,500 170 <0.03
MO061 4 4,600 1,030 <0.03
MO062 3.8 1,120 200 <0.03
MO063 3.9 25,000 6,400 <0.03
M064 3.9 6,600 5,700 0.21
MO065 3.7 1,662,000 1,084,000 0.03
MO066 3.9 236,000 108,000 >11.0
MO067 3.7 77,000 9,200 <0.03
MO068 3.7 44,000 22,000 <0.03
MO069 3.8 6,400 1,160 0.13
MO070 3.7 418,000 21,000 0.03
MO071 4.05 5,600 540 0.13
MO072 4 44,000 8,200 <0.03
MO073 3.7 88,000 4,200 <0.03
M074 3.8 4,400 410 0.04
MO75 4 1,344,000 232,000 0.03
MO076 3.7 40,000 2,600 <0.03
MO77 4 110,000 68,000 <0.03
MO078 4 162,000 12,000 <0.03
MO079 4 7,815,000 2,044,000 0.03
MO080 4 29,000 5,400 0.11
MO081 4 86,000 20,000 <0.03
MO082 4 10,584,000 11,844,000 0.11
MO083 4 50,000 320 0.23
M084 4 68,000 3,400 <0.03
MO085 4.5 22,530,000 310 <0.03
MO086 4.7 89,000 43,000 <0.03
MO087 4.5 21,000 7,700 <0.03
MO088 4.5 15,372,000 46,000 0.09
M089 4.5 33,000 2,900 <0.03
MO090 4 41,000 18,000 0.09
M091 4.5 4,284,000 210,000 <0.03
M092 4.2 11,200 1,300 <0.03
MO093 4.6 INN 293,000 <0.03
M094 4.2 1,014,000 31,000 0.11
MO095 4.5 18,200 21,200 <0.03
MO096 4.5 4,300 6,800 <0.03
M097 4.5 40,000 15,000 0.03
MO098 4 38,000 8,100 <0.03
MO099 4.5 22,900 1,100 0.03
M100 4.7 332,000 257,000 <0.03
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12.2. Anexo 2 (medios y materiales)

MATERIAL

Tubos sin rosca 20 x 180 mm con campana Durham en su interior. (Marca KIMAX)
Tubos con roca 16 x 150 mm campana Durham en su interior. (Marca KIMAX)
Tubos de rosca 13 x 100 mm. (Marca KIMAX y PYREX)

Tubos sin rosca 13 x 100 mm. (PYREX)

Pipetas de 10 ml graduada en décimas, estériles. (Marca KIMAX)
Pipetas de 5 ml graduadas en décimas, estériles. (Marca KIMAX)
Pipetas de 1 ml graduadas en décimas, estériles. (Marca KIMAX)
Agitador de vidrio. (Sin Marca)

Matraces Erlenmeyer 125 ml, 250 ml, 500 ml, 2000 ml. (Marca KIMAX y PYREX)
Dilutores de 100 ml con rosca. (Marca KIMAX)

Vasos de precipitados de 250 ml, 500 ml, 2000 ml. (Marca KIMAX)
Frascos ambar de 125 mly 250 ml. (Sin marca)

Probeta de 100 ml, 250 ml, 500 ml, 800 ml. (KIMAX)

Mechero Bunsen. (Marca AESA)

Mechero Fisher. (Sin Marca)

Aplicadores de madera estériles.

Asas bacteriolégicas. (Sin marca)

Cubre-objetos.

Porta-objetos.

Tapones de goma. (Marca Becton Dickinson)

Gradillas para tubos de 18 x 150 y de 20 x 200.

Cerillos o0 encendedor. (Marca BIC)

1200 Placas Petri enteras desechables. (Marca

Placas Petri divididas desechables.

Papel Aluminio. (ALUPACK)

Micro-pipetas calibradas de 10 pL, 100 pL y 200 pL.

Puntas para micro-pipetas estériles, 10 pL, 100 pL y 200 pL.
Micro-viales.

Embudo de cristal.

Tiras de pH. (ROCHE)

Pro-pipeta.

Gasa.

Algodon.

Cinta testigo.

Cinta adhesiva.
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Marcador permanente.
Tijeras

EQUIPO
Potenciometro.

Incubadora a 35 °C.

Bafio incubadora para C. Fecales a temperatura constante de 44 °C (0.5 °C).

Agitador de tubos Vortex.

Lampara de luz UV.

Termociclador.

Transiluminador.

Microscopio 6ptico. (Marca LEICA)

Horno de microondas.

Estufa de gas.

Autoclave. (Marca PRESSTO)

Cuenta colonias.

Camara de Electroforesis. (Marca BIOXON)

MEDIOS Y REACTIVOS

Agua destilada y des-ionizada.

Agarosa.

Agar Soya Tripticaseina. (Marca BIOXON)

Agar Gelosa Especial.

Agar Cuenta Estandar. (Marca BIOXON)

Agar Bilis Rojo Violeta (ABRV). (Marca BIOXON)

Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD). (Marca BIOXON)
Agar Sulfito de Bismuto. (Marca BIOXON)

Agar MacConkey. (Marca BIOXON)

Agar Verde Brillante. (Marca BIOXON)

Agar Eosina Azul de Metileno (EMB). (Marca BIOXON)
Agar Triple Azlcar Hierro (TSI).

Agar Lisina Hierro (LIA).

Agar Citrato de Simmons (CIT). (Marca BIOXON)
Caldo lactosado. (Marca BIOXON)

Caldo peptonado. (Marca BIOXON)

Caldo Lactosa bilis verde brillante (LBVB). (Marca BIOXON)
Caldo E.C. con MUG (Escherichia coli). (Marca BIOXON)
Caldo Rapapport Vasilidians. (Salmonella).

Caldo Urea (UREA). (Marca BIOXON)

Medio (MIO). (Marca BIOXON)
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Caldo Malonato Modificado (MAL). (Marca BIOXON)
Caldo Rojo de Metilo (RM).
Hidréxido de Sodio 1N (NaOH: 1N).
Colorante Verde de Malaquita.
Yodo-Lugol.

Verde Brillante 0.1%

Rojo de Metilo (marca HYCEL).
Cloruro Férrico (FeCls).

Reactivo de Kovac.

Colorante Naranja de Acridina.
Colorante Azul de Bromocresol.
Colorante Azul de Bromotimol.
Cloruro de Benzalconio.

Hipoclorito de Sodio 6%.

Azul de Metileno. (Marca HYCEL)

Azul de algodon.

12.3. Anexo 3 (Normas Oficiales Mexicanas)

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

Al margen un sello con el Escudo Nacional, que dice: Estados Unidos Mexicanos.- Secretaria de Salud. JOSE MELJEM MOCTEZUMA, Director General
de Control Sanitario de Bienes y Servicios, por acuerdo del Comité Consultivo Nacional de Normalizacién de Regulacién y Fomento Sanitario, con
fundamento en los articulos 39 de la Ley Organica de la Administracién Publica Federal; 38 fraccion I, 47 de la Ley Federal sobre Metrologia y

Normalizacion; 8o. fracciéon IV y 13 fraccion | del Reglamento Interior de la Secretaria de Salud.

PREFACIO
En la elaboracién de la presente norma participaron los siguientes Organismos e Instituciones:
SECRETARIA DE SALUD
Direccion General de Control Sanitario de Bienes y Servicios
Laboratorio Nacional de Salud Publica
SECRETARIA DE MEDIO AMBIENTE, RECURSOS NATURALES Y PESCA
Instituto Nacional de la Pesca
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas
INDUSTRIAS VINICOLAS PEDRO DOMECQ, S.A. DE C.V.
JUGOS DEL VALLE, S.A. DEC.V.
LECHE INDUSTRIALIZADA CONASUPO, S.A. DE C.V. LICONSA
SIGMA ALIMENTOS, S.A. DE C.V.
SOCIEDAD MEXICANA DE NORMALIZACION Y CERTIFICACION, S.C.
NORMEX
INDICE
0. INTRODUCCION
1. OBJETIVO Y CAMPO DE APLICACION
2. FUNDAMENTO
3. REFERENCIAS
4. DEFINICIONES
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5. SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

6. REACTIVOS Y MATERIALES

7. APARATOS E INSTRUMENTOS

8. PROCEDIMIENTO

9. CONCORDANCIA CON NORMAS INTERNACIONALES

10. BIBLIOGRAFIA

11. OBSERVANCIA DE LA NORMA

12. VIGENCIA

0. Introduccién

Esta norma esté orientada a proporcionar las guias generales para la preparacion de diluciones para el examen microbioldgico de alimentos. En vista de
la gran cantidad de productos en este campo de aplicacion, estas guias pueden ser inapropiadas para todos ellos en forma detallada y para otros
requerirse otros métodos diferentes. Sin embargo, en todos los casos donde sea posible se recomienda apegarse a estas gufas y modificarse
Unicamente cuando sea necesario.

La dilucién primaria tiene por objeto obtener una distribucion lo méas uniforme posible de los microorganismos contenidos en la muestra destinada para el
anélisis.

La preparacion de diluciones decimales adicionales, si son necesarias, tiene como objetivo reducir el nimero de microorganismos por unidad de
volumen, para permitir, después de la incubacién, la observacién de la prueba en el caso de tubos o matraces y la cuenta de colonias en el caso de
placas.

1. Objetivo y campo de aplicacién

1.1 Esta Norma Oficial Mexicana establece el procedimiento para la preparacion de diluciones para el analisis microbiolégico de productos alimenticios.
1.2 Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria en el territorio nacional para las personas fisicas o morales que se dedican a efectuar
este método en alimentos nacionales o de importacién, para fines oficiales.

2. Fundamento

Se basa en la preparacion de diluciones primarias, para obtener una distribuciéon lo mas uniforme posible de los microorganismos presentes en la
porcién de muestra.

3. Referencias

Esta norma se complementa con lo siguiente:

NOM-109-SSA1-1994 Procedimientos para la toma, Manejo y Transporte de Muestras de Alimentos para su Andlisis Microbiolégico.*

4. Definiciones

Para fines de esta norma se entiende por:

4.1 Dilucién primaria, es la solucién, suspensién o emulsién obtenida después de pesar o medir una cantidad del producto bajo examen y mezclarla con
una cantidad de nueve veces en proporcién de diluyente.

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

5. Simbolos y abreviaturas

Cuando en esta norma se haga referencia a los siguientes simbolos y abreviaturas se entiende por: | cm — centimetro |

| Mm — milimetro | g — gramos | ml — mililitro | | — litro | pH - potencial de hidrégeno | N — normal | °C - grado Celsius |

| % - por ciento | h — hora |

6. Reactivos y materiales

6.1 Reactivos

Los reactivos que a continuacién se mencionan deben ser grado analitico. Cuando se indique agua debe entenderse como agua destilada.

6.1.1 Preparacion de reactivos

6.1.1.1 Solucién de hidréxido de sodio 1,0 N

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES

Hidroéxido de sodio 4,0 g

Agua 100,0 ml

Preparacion: Disolver el hidréxido de sodio y llevar a 100 ml con agua.

6.1.1.2 Soluciones diluyentes

6.1.1.2.1 Solucién reguladora de fosfatos (solucién concentrada).

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES

Fosfato de sodio monobésico 34,0 g

Agua 1,0l
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Preparacion: Disolver el fosfato en 500 ml de agua y ajustar el pH a 7,2 con solucién de hidréxido de sodio 1,0 N. > Llevar a un litro con
agua.~>Esterilizar durante 15 minutos a 121° + 1,0°C - Conservar en refrigeracion (solucién concentrada).

Tomar 1,25 ml de la solucién concentrada y llevar a un litro con agua (solucién de trabajo). - Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml segun se requiera.
- Esterilizar a 121° + 1,0°C durante 15 minutos. - Después de la esterilizacion, el pH y los volimenes finales de la solucion de trabajo deberan ser
iguales a los iniciales.

6.1.1.2.2 Agua peptonada

FORMULA
INGREDIENTES CANTIDADES
Peptona 1,0 g
Cloruro de sodio 8,5 g
Agua 1,0l
Preparacién: Disolver los componentes en un litro de agua. > Ajustar el pH a 7 £ 0,1 con hidréxido de sodio 1,0 N. > Distribuir en porciones de 99,
90 y 9 ml o en cualquier volumen mdltiplo de nueve segln se requiera. > Esterilizar a 121 + 1,0°C durante 15 minutos. - Después de la esterilizacion,
el pH y los volimenes finales de la solucién de trabajo deberan ser iguales a los iniciales. - Si este diluyente no es usado inmediatamente, almacenar
en lugar oscuro a una temperatura entre 0 a 5°C por un tiempo no mayor de un mes, en condiciones tales que no alteren su volumen o composicion.
6.2 Materiales
- Pipetas bacterioldgicas para distribuir 10 y 1 ml (o si es necesario de 1 ml y 2 ml), con tapén de algodén. Las pipetas pueden ser graduadas en
volimenes iguales a una décima de su volumen total.
- Frascos de vidrio de 250 ml con tapén de rosca.
- Tubos de 16 x 150 mm con tapén de rosca.
- Utensilios esterilizables para la obtencién de muestras: cuchillos, pinzas, tijeras, cucharas, espatulas, etc.
- Todo el material e instrumentos que tengan contacto con las muestras bajo estudio deberan esterilizarse mediante:
Horno, durante 2 ha 170 a 175°C o 1 ha 180°C o
Autoclave, durante 15 minutos como minimo a 121 + 1,0°C.
El material de vidrio puede sustituirse por material desechable que cumpla con las especificaciones deseadas. No debe usarse material de vidrio dafiado
por esterilizacion repetida y éste debe ser quimicamente inerte.
7. Aparatos e instrumentos
- Horno para esterilizar que alcance una temperatura minima de 170°C.
- Autoclave con termémetro y manémetro, calibrada con termémetro de méximas y minimas.
- Bafio de agua con control de temperatura y circulacién mecanica, provista con termémetro calibrado con divisiones de 0,1°C y que mantenga la
temperatura a 45 + 0,5°C.
- Licuadora de una o dos velocidades controladas por un redstato o bien un homogeneizador peristaltico (Stomacher).
- Vasos para licuadora con tapa esterilizables o bolsas estériles para homogeneizador peristéltico.
Balanza granataria con sensibilidad de 0,1 g.
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 distribucién de microorganismos es homogénea o
facilmente homogeneizable por medios mecéanicos (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
méaximo 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 muestray diluir con 9 ml del diluyente el cual debe encontrarse a una temperatura similar a ésta, evitando el contacto entre la pipetay 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 describi6 anteriormente.
8.1.2 A partir de muestras sélidas o semisélidas.
Las muestras sélidas 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. Aln en los equipos mas lentos, este tiempo no debe exceder de 2,5 minutos.
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8.1.2.4 Permitir que las particulas grandes se sedimenten, y transferir la cantidad deseada tomando de las capas superiores de la suspensién. Cuando la
dilucién primaria es muy viscosa o pegajosa, adicionar mas diluyente, lo cual debe tomarse en cuenta para las operaciones subsecuentes o expresion de
resultados. 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 s6lo 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 mdltiplo, 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 andlisis previos y de la informacién que se obtenga del personal de inspeccién que la haya colectado. En
ausencia total de informacion, trabajar con las diluciones de la primera a la sexta.

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

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 un 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 0 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 méas 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 nimero 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 andlisis y éstas deben ser
usadas para inocular el medio de cultivo dentro de los 20 minutos posteriores a su preparacion.

9. Concordancia con normas internacionales

Esta norma es técnicamente equivalente a la Norma ISO 6887-1983 (E) Microbiology General guidance for the preparation of dilutions for microbiological
examination. International Organization for Standardization.
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Fomento Industrial.)

10.7 Bacteriological Analitycal Manual. 1984. Food and Drugs Administration FDA. Bureau of Foods. Division of Microbiology. 6a. Ed. Washington, D.C.
10.8 Vanderzant F., Carland S., y Don F. 1992. Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods. American Public Health
Association. Washington, D.C.

11. Observanciade la norma

La vigilancia del cumplimiento de la presente norma corresponde a la Secretaria de Salud.

12. Vigencia

La presente Norma Oficial Mexicana entrara en vigor con su caracter de obligatorio a los 30 dias siguientes a partir de su publicacién en el Diario Oficial
de la Federacion.

Sufragio Efectivo. No Reeleccion.

México, D.F., a 10 de mayo de 1995.- El Director General de Control Sanitario de Bienes y Servicios, José Meljem Moctezuma.

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

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

JOSE MELJEM MOCTEZUMA, Director General de Control Sanitario de Bienes y Servicios, por acuerdo del Comité Consultivo Nacional de
Normalizacién de Regulacién y Fomento Sanitario, con fundamento en los articulos 39 de la Ley Organica de la Administraciéon P Ublica Federal; 38

fraccién II, 47 de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacién; 194 fraccién | de la Ley General de Salud; 20. fraccién I, 34, 37, 40 y demas
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aplicables del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y Servicios; 80.
fraccién IV y 13 fraccién | del Reglamento Interior de la Secretaria de Salud.
PREFACIO

En la elaboracion de la presente norma participaron los siguientes Organismos e Instituciones:
SECRETARIA DE SALUD

Direccion General de Control Sanitario de Bienes y Servicios

Laboratorio Nacional de Salud Pablica
SECRETARIA DE AGRICULTURA, GANADERIAY DESARROLLO RURAL

Comisién Nacional del Agua
SECRETARIA DE MEDIO AMBIENTE, RECURSOS NATURALES Y PESCA

Instituto Nacional de la Pesca
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

Escuela Nacional de Ciencias Biol6gicas
INDUSTRIAS VINICOLAS PEDRO DOMECQ, S.A. DE C.V.
JUGOS DEL VALLE, S.A. DE C.V.
LABORATORIO FERMI, S.A.
LABORATORIO ICCABI, S.A. DE C.V.
LECHE INDUSTRIALIZADA CONASUPO, S.A. DE C.V. LICONSA
SIGMA ALIMENTOS, S.A. DE C.V.
SOCIEDAD MEXICANA DE NORMALIZACION Y CERTIFICACION, S.C.
NORMEX
INDICE
0. INTRODUCCION
1. OBJETIVO Y CAMPO DE APLICACION
2. FUNDAMENTO
3. REFERENCIAS
4. DEFINICIONES
5. SIMBOLOS Y ABREVIATURAS
6. REACTIVOS Y MATERIALES
7. APARATOS E INSTRUMENTOS
8. PREPARACION DE LA MUESTRA
9. PROCEDIMIENTO
10. EXPRESION DE LOS RESULTADOS
11. INFORME DE LA PRUEBA
12. CONCORDANCIA CON NORMAS INTERNACIONALES
13. BIBLIOGRAFIA
14. OBSERVANCIA DE LA NORMA
15. VIGENCIA
0. Introduccién
Las bacterias coliformes son un grupo heterogéneo compuesto por varios. Existe poca evidencia que indique que estas bacterias coliformes pertenezcan
a un solo género taxondmico. La falta de certeza en cuanto a su filiacién taxonémica y la imprecisa correlacion entre los métodos recomendados para la
deteccién de coliformes han presentado problemas. El primero, es que Escherichia coli es aceptada como bacteria coliforme, la especie contiene
variantes que no producen gas de la lactosa o lo hacen después de 48 horas, por lo que no se les identifica por medio de esta técnica. Segundo, la
capacidad de fermentar la lactosa esta frecuentemente asociada a genes localizados en plasmidos. Estos determinantes extracromosomales son
facilmente transferidos entre otras bacterias Gram negativas no relacionadas a las coliformes, que pueden, en consecuencia, ser recuperadas en la
etapa inicial del andlisis. No obstante en la préctica, la técnica ha demostrado su efectividad. El nimero de organismos se establece mediante la cuenta
de unidades formadoras de colonias (NOM-113-SSA1-1994. Método para la Cuenta de Microorganismos Coliformes Totales en Placa) o el uso de la
técnica del nimero mas probable. Esta Ultima, también llamada técnica de dilucién en tubo, proporciona una estimacién estadistica de la densidad
microbiana presente con base a que la probabilidad de obtener tubos con crecimiento positivo disminuye conforme es menor el volumen de muestra
inoculado.
1. Objetivo y campo de aplicacion
1.1 Esta Norma Oficial Mexicana establece el método microbioldgico para estimar el nimero de coliformes presentes en productos alimenticios, por
medio del célculo del nimero mas probable (NMP) después de la incubacién a 35 °C de la muestra diluida en un medio liquido. E ste procedimiento
puede aplicarse a agua potable, agua purificada, hielo y alimentos procesados térmicamente, asi como a muestras destinadas a evaluar la eficiencia de
practicas sanitarias en la industria alimentaria. Este procedimiento debe seleccionarse cuando la densidad esperada es como minimo de una bacteria en

10 ml de producto liquido o una bacteria por gramo de alimento sélido.
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Cuando la densidad bacteriana sea menor que la aqui citada y si la naturaleza del alimento lo permite, utilizar el método de filtrado en membrana. Sila
densidad microbiana se espera sea mayor a 100 por mililitro o gramo de muestra, ampliar el intervalo de diluciones o utilizar el método en placa.

1.2 Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria en el territorio nacional para las personas fisicas o morales que requieran efectuar este
método en productos nacionales o de importacién, para fines oficiales.

2. Fundamento

El método se basa en que las bacterias coliformes, fermentan la lactosa incubadas a 35 + 1°C durante 24 a 48 horas, resultando una produccion de
acidos y gas el cual se manifiesta en las campanas de fermentacion.

3. Referencias

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 Microbiol4gico.*
NOM-110-SSA1-1994 Preparacion y Dilucion de Muestras de Alimentos para su Analisis Microbiol6gico.*

4. Definiciones

Para fines de esta norma se entiende por:

Coliformes, bacilos Gram negativos, no esporulados, aerobios o anaerobios facultativos, que a 35 °C fermentan la lactosa con la produccién de gas bajo
las condiciones especificadas en esta norma.

5. Simbolos y abreviaturas

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

| g — gramo | ml — mililitro | | — litro | mm — milimetro | °C - grado Celsius | % - por ciento | pH - potencial de hidrégeno |

| N —normal | NMP - nimero més probable |

6. Reactivos y materiales

Los reactivos que a continuaciéon se mencionan deben ser grado analitico. Cuando se indique agua debe entenderse como agua destilada con pH
cercano a la neutralidad.

6.1 Reactivos

6.1.1 Soluciones diluyentes

6.1.1.1 Solucion reguladora de fosfatos (solucién concentrada)

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES

Fosfato monopotasico 34,0 g

Agua 1,0l

Preparacion: Disolver el fosfato en 500 ml de agua y ajustar el pH a 7,2 con solucién de hidréxido de sodio 1 N. = Llevar a un litro con agua. 2
Esterilizar durante 15 minutos a 121 + 1,0 °C. 2 Conservar en refrigeracion (solucién concentrada). 2 Tomar 1,25 ml de la solucién concentrada y llevar
a un litro con agua. = Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml segln se requiera. 2 Esterilizar durante 15 minutos a 121 + 1 °C. 2 Después de la
esterilizacion, el pH y los volimenes finales de la solucién de trabajo deben ser iguales a los iniciales.

6.1.1.2. Agua peptonada

FORMULA
INGREDIENTES CANTIDADES
Peptona 1049
Cloruro de sodio 859
Agua 1,01

Preparacion: Disolver los componentes en un litro de agua. = Ajustar el pH a 7,0 con hidréxido de sodio 1 N. = Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml
0 en cualquier volumen mltiplo de nueve segln se requiera. = Esterilizar durante 15 minutos a 121 + 1,0 °C. 2 Después de la esterilizacién los
volumenes finales de la solucién de trabajo deben ser iguales a los iniciales.

Si este diluyente no es usado inmediatamente, almacenar en lugar obscuro a una temperatura entre 0 a 5 °C por un tiempo no mayor de un mes, en
condiciones tales que no alteren su volumen o composicién.

6.1.2 Medios de cultivo.

Caldo lactosado (medio de enriquecimiento para agua potable y hielo).

Caldo lauril sulfato triptosa (medio de enriquecimiento selectivo).

Caldo lactosa bilis verde brillante (medio de confirmacién).

En el caso del andlisis de agua potable y hielo puede utilizarse caldo lactosado o caldo lauril sulfato triptosa con purpura de bromocresol (concentracion
0,01 g/l de medio), como alternativa al uso de campanas de fermentacién. Los tubos positivos se manifiestan por el vire del indicador a color amarillo.
6.1.2.1 Caldo lactosado

CUADRO 1
INGREDIENTE MEDIO DE CONCENTRACION 1,5. MEDIO DE CONCENTRACION SENCILLA.
Extracto de carne 459 3,0¢9
Peptona de gelatina 759 509
Lactosa 759 509
Agua destilada 1000,0 ml 1000,0 ml
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Disolver los ingredientes en 1 | de agua, calentando si es necesario o el medio completo deshidratado, siguiendo las instrucciones del fabricante. 2
Ajustar el pH final de tal manera que después de la esterilizacién éste sea de 6,9 + 0,2 a 25 °C. 2 Distribuir en volimenes de 10 ml en tubos con
dimensiones de 16 x 160 mm el medio de concentracién sencilla y de 20 ml en tubos de 20 x 200 mm el medio de concentracién 1,5, cada tubo debe
tener campana de fermentacion. Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 121 + 1,0 °C. 2 Enfriar rApidamente para evitar una exposiciéon excesiva al
calor. El aspecto del caldo es claro y de color beige. 2 Se puede utilizar una concentracién doble del medio de cultivo, en cuyo caso se emplearan 10
ml del caldo preparado, cuando se agreguen 10 ml de la muestra.

6.1.2.2 Caldo lauril sulfato triptosa.

CUADRO 2
INGREDIENTE MEDIO DE CONCENTRACION 1,5. | MEDIO DE CONCENTRACION SENCILLA.

Triptosa 30,09 20,09

Lactosa 759 509

Fosfato dipotasico 4,125¢g 2,759

Fosfato monopotasico 4,125¢g 2,759

Cloruro de sodio 7,509 5049

Lauril sulfato de sodio 0,159 0,19

Agua destilada 1000,0 mi 1000,0 ml

Disolver los componentes en 1 | de agua, calentando si es necesario o el medio de cultivo completo deshidratado, siguiendo las instrucciones del
fabricante. 2 Ajustar el pH de tal manera que después de la esterilizacién éste sea de 6,8 + 0,2 a 25 °C. 2 Distribuir en volimenes de 10 ml en tubos
con dimensiones de 16 x 160 mm el medio de concentracién sencilla y de 20 ml en tubos de 20 x 200 mm el medio de concentracién 1,5, cada tubo
debe tener campana de fermentacion. 2 Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 121 + 1,0 °C. 2 Se recomienda almacenar el medio una vez
preparado. 2 Las campanas de fermentacion no deben de contener burbujas de aire después de la esterilizacién. 2 Se puede utilizar una concentracién
doble del medio de cultivo, en cuyo caso se emplearan 10 ml de caldo preparado, cuando se agreguen 10 ml de muestra.

6.1.2.3 Caldo lactosa bilis verde brillante

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES
Peptona 10,09
Lactosa 10,0 g
Sales biliares 20,09
Verde brillante 0,0133 g
Agua 1,01

Disolver los componentes o el medio completo deshidratado en agua, calentar si es necesario. 2 Ajustar el pH, de tal manera que después de la
esterilizacién éste sea de 7,2 a 25 °C. 2 Distribuir el medio en cantidades de 10 ml en tubos de 16 X 160 mm conteniendo campana de fermentacion.
Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 121 + 1,0 °C. 2 Las campanas de fermentacién no deben contener burbujas de aire después de la
esterilizacion.

6.2 Materiales

Pipetas bacteriolégicas para distribuir 10 y 1 ml (o si es necesario de 11 y 2 ml), con tapén de algoddn. Las pipetas pueden ser graduadas en volimenes
iguales a una décima de su volumen total.

Frascos de vidrio de 250 ml con tapén de rosca.

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

Tubos de cultivo 20 x 200 mm y de 16 x 160 mm con tapones metalicos o de rosca.

Campanas de fermentacion (tubos de Durham).

Pipetas bacteriolégicas graduadas de 10 y 1 ml.

Gradillas.

Asa de platino o nicromel de aproximadamente 3 mm de didmetro.

Todo el material que tenga contacto con las muestras bajo estudio debe esterilizarse mediante:

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

El material de vidrio puede sustituirse por material desechable que cumpla con las especificaciones deseadas. No debe usarse material de vidrio dafiado
por las esterilizaciones repetidas y éste debe ser quimicamente inerte.

7. Aparatos e instrumentos

Horno para esterilizar que alcance una temperatura minima de 170 °C.

Incubadora con termostato que evite variaciones mayores de + 1,0 °C, provista con termémetro calibrado.

Termdémetro de maximas y minimas.

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

Potenciémetro con una escala minima de 0,1 unidades de pH a 25 °C.

8. Preparacion de la muestra

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

9. Procedimiento

9.1 Para agua potable y hielo
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9.1.1 Prueba presuntiva

9.1.1.1 Inoculacién. Agitar la muestra. Transferir volimenes de 10 ml de muestra a cada uno de 5 tubos con 20 ml de caldo lactosado de mayor
concentracién y 1,0 ml'y 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 purpura de bromocresol. (Ver punto 6.1.2)

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

9.1.2 Prueba confirmativa

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

En esta Norma Oficial Mexicana, para el andlisis 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 re sultado negativo.

9.2.1 Prueba presuntiva

9.2.1.1 Inoculacion. Tomar tres tubos de medio de enriguecimiento 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 enriquecimiento. 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 dilucién. Mezclar
suavemente el in6culo con el medio.

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

9.2.2 Prueba confirmativa

De cada tubo que muestre formacién de gas, tomar una azada y sembrar en un nimero 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 incubacién por 48 + 2 horas.

En esta Norma Oficial Mexicana se considera una combinacion de tres tubos por cada dilucién de la serie. Para algunos productos y siempre que se
requiera una mayor precision en los resultados, sera 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 incubacion 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 dilucién muestra tres tubos positivos, elegir ésta y las diluciones mayores posteriores. Ejemplo 2. Cuando mas de
una dilucién 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 dilucién 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 sélo se encuentran en la muestra sin diluir (10 ml o 1 g) y en la primera dilucién (1 ml o 10-1 g),
seleccionar las tres primeras diluciones para el calculo del nimero més probable.

En cada caso se obtiene un nimero 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 precaucion. 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).

CUADRO 3.- Ejemplos de la seleccién de resultados positivos para el calculo del NMP.

Numero de tubos positivos obtenidos de tres NMP tubos incubados, para las siguientes cantidades de muestra inoculada por tubo

NMP
5 Producto 10 1 10-1 10-2 10-3
E Liquido (ml)
M Otros Prde_Jctos Otros
P Productos (g) 1 10-1 10-2 10-3 10-4 Liquidos Productos
o
Mayor dilucién= menor concentracion
ml-1 g-1
1 3 3 2 1 0 15 (5) 150 (6)
2 3 3 3 0 24 (5) 240 (6)
3 2 2 1 1 0 7(6) 70 (7)
4 3 3 o] 0 0 24 (4) 24 (5)
5 2 2 0 1 0 0,21 (4) 2,1(5)
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CUADRO 4. indice del NMP y limites de confianza 95% para varias combinaciones de resultados positivos cuando son usados varios nimeros de tubos.

(Diluciones 10, 1,0y 0,1 g)
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CUADRO 5. indice del NMP y limites de confianza 95% para varias combinaciones de resultados positivos cuando son usados varios nimeros de tubos.
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CUADRO 6. indice del NMP y limites de confianza 95% para varias combinaciones de resultados positivos cuando son usados varios nimeros de tubos.
(Diluciones 0,1, 0,01 y 0,001 g)
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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.

12. Concordanciacon normas internacionales

Esta norma no tiene concordancia con normas internacionales.

13. Bibliografia

13.1 Secretaria de Comercio y Fomento Industrial. 1992. Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacién. Diario Oficial de la Federacion. México, D.F.
13.2 Secretaria de Salud. 1984. Ley General de Salud. Diario Oficial de la Federacién. México, D.F.

13.3 Secretaria de Salud. 1988. Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y
Servicios. Diario Oficial de la Federacién. México, D.F.

13.4 Secretaria de Comercio y Fomento Industrial. NOM-008-SCFI-1993. Norma Oficial Mexicana. Sistema General de Unidades de Medida.

13.5 Bacteriological Analytical Manual. 1984. Food and Drugs Administration FDA. Bureau of Foods. Division of Microbiology. 6a Ed. Washington, D.C.
13.6 Norma ISO 4831 2a. 1991. Microbiology - General guidance for the enumeration of coliforms - Most probable number technique. International
Organization for Standardization.

13.7 Secretaria de Comercio y Fomento Industrial. NORMA-Z-013/02. 1981. Guia para la Redaccién, Estructuracion y Presentacion de las Normas
Oficiales Mexicanas.

13.8 Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. 1989. American Public Health Association. APHA-WWA-WPCF. 170. Ed.
Washington D.C.

13.9 Vanderzant F., Carland S. y Don F. 1992. Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods. American Public Health
Association. Washington, D.C.

14. Observanciade la norma

La vigilancia del cumplimiento de la presente norma corresponde a la Secretaria de Salud.

15. Vigencia

La presente Norma Oficial Mexicana entrara en vigor con su caracter de obligatorio a los 30 dias siguientes a partir de su publicacién en el Diario Oficial
de la Federacion.

Sufragio Efectivo. No Reeleccion.

México, D.F., a 10 de mayo de 1995.- El Director General, José Meljem Moctezuma.- Rubrica.

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-113-SSA1-1994, BIENES Y SERVICIOS. METODO PARA LA CUENTA DE MICROORGANISMOS
COLIFORMES TOTALES EN PLACA.
Al margen un sello con el Escudo Nacional, que dice: Estados Unidos Mexicanos.- Secretaria de Salud.
JOSE MELJEM MOCTEZUMA, Director General de Control Sanitario de Bienes y Servicios, por acuerdo del Comité Consultivo Nacional de
Normalizacién de Regulacién y Fomento Sanitario, con fundamento en los articulos 39 de la Ley Orgéanica de la Administracién P ublica Federal; 38
fraccién 1l, 47 de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion; 194 fraccién | de la Ley General de Salud; 20. fraccién Ill, 34, 37, 40 y demas
aplicables del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y Servicios; 8o.
fraccion IV y 13 fraccion | del Reglamento Interior de la Secretaria de Salud.
PREFACIO
En la elaboracion de la presente Norma participaron los siguientes organismos e instituciones:
SECRETARIA DE SALUD
Direcci6n General de Control Sanitario de Bienes y Servicios
Laboratorio Nacional de Salud Pablica
SECRETARIA DE AGRICULTURA, GANADERIAYY DESARROLLO RURAL
Comisién Nacional del Agua
SECRETARIA DE MEDIO AMBIENTE, RECURSOS NATURALES Y PESCA
Instituto Nacional de la Pesca
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas
INDUSTRIAS VINICOLAS PEDRO DOMECQ, S.A. DE C.V.
JUGOS DEL VALLE, S.A. DE C.V.
LABORATORIO FERMI, S.A.
LABORATORIO ICCABI, S.A. DE C.V.
LECHE INDUSTRIALIZADA CONASUPO, S.A. DE C.V. LICONSA
SIGMA ALIMENTOS, S.A. DE C.V.
SOCIEDAD MEXICANA DE NORMALIZACION Y CERTIFICACION, S.C. NORMEX
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0. Introduccién

El grupo de los microorganismos coliformes es el mas ampliamente utilizado en la microbiologia de los alimentos como indicador de practicas higiénicas
inadecuadas.

El uso de los coliformes como indicador sanitario puede aplicarse para:

. La deteccion de préacticas sanitarias deficientes en el manejo y en la fabricacion de los alimentos.

. La evaluacién de la calidad microbiol6gica de un producto, aungue su presencia no necesariamente implica un riesgo sanitario.

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

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

. La demostracion y la cuenta de microorganismos coliformes, puede realizarse mediante el empleo de medios de cultivos liquidos o sélidos

con caracteristicas selectivas o diferenciales.
1. Objetivo y campo de aplicacion
1.1 Esta Norma Oficial Mexicana establece el método microbiolégico para determinar el nimero de microorganismos coliformes totales presentes en
productos alimenticios por medio de la técnica de cuenta en placa.
1.2 Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria en el territorio nacional para las personas fisicas o morales que requieran efectuar este

método en productos nacionales o de importacion, para fines oficiales.

2. Fundamento

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

3. Referencias

Esta Norma se complementa con lo siguiente:

NOM-109-SSA1-1994 Procedimiento para la Toma, Manejo y Transporte de Muestras de Alimentos para su Andlisis Microbiol6gico.*
NOM-110-SSA1-1994 Preparacion y Dilucién de Muestras de Alimentos para su Andlisis Microbiolégico.*

NOM-092-SSA1-1994 Método para la Cuenta de Bacterias Aerobias en Placa.*

NOM-112-SSA1-1994 Determinacion de Bacterias Coliformes. Técnica del Nimero mas Probable.*

4. Definiciones

Para fines de esta Norma se entiende por: Coliformes, bacilos Gram negativos, no esporulados, aerobios o anaerobios facultativos que a 35 °C
fermentan la lactosa con formacién de acido, ocasionando en las colonias desarrolladas el vire del indicador rojo neutro presente en el medio y la
precipitacion de las sales biliares.

5. Simbolos y abreviaturas

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

| H=hora | g — gramo | ml — mililitro | | — litro | mm — milimetro | °C — grados Celsius | % - por ciento | pH - potencial de hidrégeno | N — normal | RVBA
agar-rojo-violeta-bilis-lactosa | 1/d - inversa de la dilucién | UFC - unidades formadoras de colonias | / - por |

6. Reactivos y materiales

6.1 Reactivos

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

6.1.1 Soluciones diluyentes
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6.1.1.1 Solucion reguladora de fosfatos (solucién concentrada)

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES

Fosfato monopotéasico 34,0 g

Agua 1,0l

Preparacion: Disolver el fosfato en 500 ml de agua y ajustar el pH a 7,2 con solucién de hidréxido de sodio 1,0 N. 2 Llevar con agua a un litro. 2
Esterilizar a 121+ 1,0°C durante 15 minutos. Conservar en refrigeracion (solucién concentrada). 2 Tomar 1,25 ml de la solucién concentrada y llevar a
un litro con agua (solucién de trabajo). 2 Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml segun se requiera. 2 Esterilizar durante 15 minutos a 121+ 1,0°C. 2
Después de la esterilizacién, el pH y los volimenes finales de la solucion de trabajo deben ser iguales a los iniciales.

6.1.1.2 Agua peptonada

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES

Peptona 1,0 g

NaCl 8,59

Agua 1,0l

Preparacion: Disolver los componentes en un litro de agua. 2 Ajustar el pH a 7,0 con hidréxido de sodio 1,0 N. = Distribuir en porciones de 99, 90y 9
ml o en cualquier volumen multiplo de nueve segin se requiera. = Esterilizar durante 15 minutos a 121 + 1,0°C. - Después de la esterilizacién, los
volimenes finales de la solucién de trabajo deben ser iguales a los iniciales.

Si este diluyente no es usado inmediatamente, almacenar en lugar obscuro a una temperatura entre 0 a 5°C por un tiempo no mayor de un mes, en
condiciones tales que no alteren su volumen o composicién.

6.1.2 Medio de cultivo

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

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES

Peptona 7,0 g

Extracto de levadura 3,0 g

Lactosa 10,0 g Sales

biliares 1,5 g Cloruro

de sodio 5,0 g Rojo

neutro 0,03 g Cristal

violeta 0,002 g Agar

1509

Agua 1,01

Preparacion: Mezclar los componentes en el agua y dejar reposar durante algunos minutos. - Mezclar perfectamente y ajustar el pH a 7,4 con &cido
clorhidrico 0,1N o con hidréxido de sodio 0,1N a 25°C, de forma que después del calentamiento se mantenga en este valor. = Calentar con agitacién
constante y hervir durante 2 minutos. 2 Enfriar inmediatamente el medio en un bafio de agua hasta que llegue a 45°C. = Evitar el sobrecalentamiento
del medio. 2 No debe esterilizarse en autoclave.

Usar el medio dentro de las tres primeras horas después de su preparacién. 2 En el caso de utilizar medio de cultivo deshidratado, seguir las
instrucciones del fabricante.

6.2 Materiales

- Pipetas bacteriolégicas para distribuir 10 y 1 ml (o si es necesario de 11 y 2 ml), con tapén de algodén. Las pipetas pueden ser graduadas en
volumenes iguales a una décima de su volumen total.

- Frascos de vidrio de 250 ml con tapén de rosca.

- Tubos de 16 X 150 mm con tap6n de rosca.

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

- Cajas Petri.

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

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

El material de vidrio puede sustituirse por material desechable que cumpla con las especificaciones deseadas. No debe usarse material de vidrio dafiado
por las esterilizaciones repetidas y éste debe ser quimicamente inerte.

7. Aparatos e instrumentos

- Horno para esterilizar que alcance una temperatura minima de 170°C.

- Autoclave con termémetro y mandmetro, calibrada con termémetro de méximas y minimas.

- Bafio de agua con control de temperatura y circulacién mecénica, provista con termémetro calibrado con divisiones de 0,1° C y que mantenga la
temperatura a 45 + 1,0°C.

- Licuadora de una o dos velocidades controladas por un reéstato o bien un homogeneizador peristéltico (Stomacher).
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- Vasos para licuadora con tapa esterilizables o bolsas estériles para homogeneizador peristéaltico.

Incubadora con termostato que evite variaciones mayores de + 1,0° C, provista con termémetro calibrado.

- Contador de colonias de campo oscuro, con luz adecuada, placa de cristal cuadriculada y lente amplificador.

- Registrador mecanico o electrénico.

- Microscopio 6ptico.

- Potenciémetro con una escala minima de 0,1 unidades de pH a 25 °C.

8. Preparacion de la muestra

La preparacion de la muestra debe ser de acuerdo a lo establecido en la NOM-110-SSA1-1994 "Preparacion y Dilucién de Muestras de Alimentos para
su Andlisis Microbiolégico".

9. Procedimiento

9.1 Colocar en cajas Petri por duplicado 1 ml de la muestra liquida directa o de la dilucién primaria, utilizando para tal propésito una pipeta estéril.

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

9.3 Verter de 15 a 20 ml del medio RVBA fundido y mantenido a 45 + 1,0°C en bafio de agua. En el caso de utilizar cajas de Petri de plastico se vierte de
10 a 15 ml del medio. El tiempo transcurrido entre la preparacion de la dilucién primaria y el momento en que se vierte el medio de cultivo, no debe
exceder de 20 minutos.

9.4 Mezclar cuidadosamente el in6culo con el medio con seis movimientos de derecha a izquierda, seis movimientos en el sentido de las manecillas del
reloj, seis movimientos en el sentido contrario al de las manecillas del reloj y seis de atras para adelante, sobre una superficie lisa y nivelada. Permitir
que la mezcla solidifique dejando las cajas Petri reposar sobre una superficie horizontal fria.

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

9.6 Después de que esta el medio completamente solidificado en la caja, verter aproximadamente 4 ml del medio RVBA a 45 + 1,0°C en la superficie del
medio inoculado. Dejar que solidifique.

9.7 Invertir las placas y colocarlas en la incubadora a 35°C, durante 24 + 2 horas.

9.8 Después del periodo especificado para la incubacion, contar las colonias con el contador de colonias.

9.9 Seleccionar las placas que contengan entre 15 y 150 colonias. Las colonias tipicas son de color rojo oscuro, generalmente se encuentran rodeadas
de un halo de precipitacién debido a las sales biliares, el cual es de color rojo claro o rosa, la morfologia colonial es semejante a lentes biconvexos con
un didmetro de 0,5 a 2,0 mm.

10. Expresion de los resultados

10.1 Célculo del método

10.1.1 Placas que contienen entre 15 y 150 colonias caracteristicas.

Separar las placas que contienen el nimero antes mencionado de colonias caracteristicas en dos diluciones consecutivas. Contar las colonias
presentes. Calcular el nimero de coliformes por mililitro o por gramo de producto, multiplicando el nimero de colonias por el inverso de la dilucién
correspondiente, tomando los criterios de la NOM-092-SSA1-1994. Método para la Cuenta de Bacterias Aerobias en Placa.

10.1.2 Placas que contienen menos de 15 colonias caracteristicas.

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

10.1.3 Placas con colonias no caracteristicas.

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

11. Informe de la prueba

Informar: UFC/g o ml en placa de agar rojo violeta bilis, incubados a 35°C durante 24 + 2 h.

En caso de emplear diluciones y no observar crecimiento, informar utilizando como referencia la diluciéon mas baja utilizada, por ejemplo dilucién 10-1.

En caso de no observar crecimiento en la muestra sin diluir se informa: "no desarrollo de coliformes por ml".

12. Concordanciacon normas internacionales

Esta Norma no tiene concordancia con normas internacionales.

13. Bibliografia
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14. Observanciade la Norma

La vigilancia del cumplimiento de la presente Norma corresponde a la Secretaria de Salud.

15. Vigencia

La presente Norma Oficial Mexicana entrara en vigor con su caracter de obligatorio a los 30 dias siguientes a partir de su publicacién en el Diario Oficial
de la Federacion.

Sufragio Efectivo. No Reeleccion.

México, D.F., a 10 de mayo de 1995.- El Director General, José Meljem Moctezuma.- Rubrica.
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0. Introduccién
Cuando se requiere investigar el contenido de microorganismos viables en un alimento, la técnica cominmente utilizada es la cuenta en placa.
En realidad esta técnica no pretende poner en evidencia todos los microorganismos presentes. La variedad de especies y tipos diferenciables por sus
necesidades nutricionales, temperatura requerida para su crecimiento, oxigeno disponible, etc., hacen que el nimero de colonias contadas constituyan
una estimacion de la cifra realmente presente y la misma refleja si el manejo sanitario del producto ha sido el adecuado. Por otra parte el recuento de
termofilicos, psicrofilicos y psicotréficos es importante para predecir la estabilidad del producto bajo diferentes condiciones de almacenamiento. Para
obtener resultados reproducibles y por lo tanto significativos, es de suma importancia seguir fielmente y controlar cuidadosamente las condiciones. Esta
técnica puede aplicarse para la estimacion de microorganismos viables en una amplia variedad de alimentos.
1. Objetivo y campo de aplicacion
1.1 Esta Norma Oficial Mexicana establece el método para estimar la cantidad de microorganismos viables presentes en un alimento, agua potable y

agua purificada, por la cuenta de colonias en un medio sélido, incubado aerébicamente.
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1.2 Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria en el Territorio Nacional para las personas fisicas o morales que requieran efectuar este
método en productos nacionales y de importacion, para fines oficiales.

2. Fundamento

El fundamento de la técnica consiste en contar las colonias, que se desarrollan en el medio de eleccién después de un cierto tiempo y temperatura de
incubacion, presuponiendo que cada colonia proviene de un microorganismo de la muestra bajo estudio. El método admite numerosas fuentes de
variacion, algunas de ellas controlables, pero sujetas a la influencia de varios factores.

3. Referencias

Esta Norma se complementa con lo siguiente:

NOM-109-SSA1-1994 Procedimiento para la Toma, Manejo y Transporte de Muestras de Alimentos para su Analisis Microbioldgico.*
NOM-110-SSA1-1994 Preparacion y Dilucién de Muestras de Alimentos para su Andlisis Microbioldgico.

4. Definicién

Para fines de esta norma se entiende por:

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

5. Simbolos y abreviaturas

Cuando en esta norma se haga referencia a las siguientes abreviaturas y simbolos se entiende por:

| g - gramo | | - litro | ml - mililitro | °C - grado Celsius | pH - potencial de hidrégeno | % - por ciento| UFC - unidades formadoras de colonias | h - hora |

6. Reactivos y materiales

6.1 Reactivos

Los reactivos que a continuacién se mencionan, deben ser grado analitico.

Cuando se indique agua, debe entenderse agua destilada, con pH cercano a la neutralidad.

Medio de Cultivo.

Agar Triptona-Extracto de Levadura (agar para cuenta estandar).

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES

Extracto de levadura 2,5 g

Triptona 5,0 g

Dextrosa 1,09

Agar 15,09

Agua 1,0l

Preparacién del medio de cultivo: Suspender los componentes del medio deshidratado en un litro de agua. Hervir hasta total disolucién. - Distribuir en
recipientes de vidrio esterilizables de capacidad no mayor de 500 ml, cantidades de aproximadamente la mitad del volumen del mismo. Esterilizar en
autoclave a 121 + 1,0 °C, durante 15 minutos. El pH final del medio debe ser 7,0 + 0,2 a 25°C. = Si el medio de cultivo es utilizado inmediatamente,
enfriar a 45°C + 1,0 °C en bafio de agua y mantenerlo a esta temperatura hasta antes de su uso. El medio no debe de fundirse mas de una vez. > En
caso de medios deshidratados seguir las instrucciones del fabricante. > El medio de cultivo anterior es el de uso mas generalizado. Para algunos
alimentos en particular se requerira de un medio de cultivo especial que se debe indicar al describir la técnica para ese alimento.

6.2 Materiales

Todo el material que tenga contacto con las muestras o los microorganismos debe estar estéril.

Se requiere, los materiales mencionados en la NOM-110-SSA1-1994, Preparacién y Dilucién de Muestras de Alimentos para su Andlisis Microbiolégico.

7. Aparatos e instrumentos

Se requiere, ademas de los mencionados en la NOM-110-SSA1-1994, Preparacion y Dilucién de Muestras de Alimentos para su Andlisis Microbioldgico,
los siguientes:

Incubadora con termostato que evite variaciones mayores de + 1,0°C, provista con termémetro calibrado.

Contador de colonias de campo obscuro, con luz adecuada, placa de cristal cuadriculada y lente amplificador.

Registrador mecénico o electrénico.

Microscopio éptico.

Bafio de agua con o sin circulacién mecanica, provista con termémetro calibrado con divisiones de hasta 1,0 °C y que mantenga la temperatura a 45 +
1,0°C.

8. Preparacion de la muestra

Para la preparacion de la muestra seguir la NOM-110-SSA1-1994, Preparacién y Dilucién de Muestras de Alimentos para su Analisis Microbiolégico.

9. Procedimiento

9.1 Distribuir las cajas estériles en la mesa de trabajo de manera que la inoculacién; la adicién de medio de cultivo y homogenizacion, se puedan realizar
cémoda y libremente. Marcar las cajas en sus tapas con los datos pertinentes previamente a su inoculaciény correr por duplicado.

9.2 Después de inocular las diluciones de las muestras preparadas segin la NOM-110-SSA1-1994, Preparacién y Dilucion de Muestras de Alimentos

para su Andlisis Microbiolégico, en las cajas Petri, agregar de 12 a 15 ml del medio preparado, mezclarlo mediante 6 movimientos de derecha a
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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 inéculo 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 posicién invertida (la tapa hacia abajo) por el tiempo y la temperatura que se requieran, segin el tipo de alimento y

microorganismo de que se trate, véase el cuadro 1.

CUADRO 1

Grupo Bacteriano Temperatura | Tiempo de Incubacién
Termofilicos aerobios 55+ 2°C 48+2h
Mesofilicos aerobios* 35+2°C 48+2h
Psicrotréficos 20 +2°C 3-5dias
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 pequefias 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 so6lo una dilucién esta 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 dilucién 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 dilucién muestran cuentas de menos de 25 colonias, contar el
numero de colonias presentes en dicha dilucién, 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 situacién agregando la leyenda "valor estimado", véase el cuadro 2, ejemplo 3.

10.1.3.2 Placas con mas de 250 colonias.- Cuando el nimero de colonias por placa exceda de 250, contar las colonias en aquellas porciones de la placa
que sean representativas de la distribucién de colonias. Contar por ejemplo, una cuarta parte o una mitad del area de la caja y multiplicar el valor
obtenido por 4 o 2, respectivamente. Si solamente pueden contarse algunos cuadros, considerar que el fondo de una caja Petri de 100 mm de didametro
contiene 65 cuadros de la cuadricula del contador. Aclarar en el informe esta situacion 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 cimulo 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 acompafiadas de inhibicién 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 0 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 cémo
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 dilucién se encuentre dentro del rango y otra dilucién
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 dilucién més 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
25y 250 colonias y su duplicado més de 250 colonias, contar ambas placas incluyendo la que esta 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 dilucién dentro del intervalo de 25 a 250 colonias.- Cuando una placa dentro de diferentes
diluciones contiene el nimero 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.
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10.1.7 Placas corridas por duplicado, ambas placas de una dilucién dentro del intervalo de 25 a 250 y s6lo una de la otra dilucién dentro del mismo.
Contar las cuatro cajas incluyendo aquélla con menos de 25 o méas 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 nimero de UFC por
mililitro o gramo de la muestra. Redondear la cifra obtenida en la cuenta de manera que sélo aparezcan dos digitos significativos al inicio de esta cifra.
Para redondear, elevar el segundo digito al nimero inmediato superior cuando el tercer digito de la derecha sea cinco o mayor (por ejemplo: 128
redondear a 130). Si el tercer digito es cuatro o menos, reemplazar el tercer digito con cero y el segundo digito mantenerlo igual (Por ejemplo: 2417 a

2400):

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.
CUADRO 2
CTHlculo de Tos valores de Ta cuenta en placs
(Ens = r duphcado)
Ejempio : Cgonin";ocon(gdas . UFC/g o ml
NOMero i 100 1 1000 1 10000
) > 2505 7a a8 (R:telelele)
- 250 190 17
= anl -~ 250 B i 230 Y -3 | 2EDOOOT
238 28
3 18 = O 1G000b
14 O o
- 250 - 250 B2 S0000006
- 250 - 250 A0,
s - 2650 240 34 290000
- 250 235 CroCimuonto
extenchido
(5] O O (Al = 10HC
7 =250 | 240 24 250000
= 250 268 E
8 - 250 216 280000
- 250 262
o - 250 215 230000
- 250 2385
- 250 275 270000
- 260 225

a Cuenta por arriba de 250 colonias.

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

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

12. Concordanciacon normas internacionales

Esta Norma no tiene concordancia con normas internacionales.
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14. Observanciade la norma

La vigilancia del cumplimiento de la presente Norma corresponde a la Secretaria de Salud.

15. Vigencia

La presente Norma Oficial Mexicana, entrara en vigor con caracter de obligatorio a los 30 dias siguientes a partir de su publicacién en el Diario Oficial de
la Federacion.

Sufragio Efectivo. No Reeleccion.

México, D.F., a 10 de noviembre de 1995.- El Director General, José Meljem Moctezuma.
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