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Fuente :Diario Oficial delaFederacion Fecha de publicacion: 3 de Diciembre de 1999

NOM-145-SSA1-1995,

NORMA OFICIAL MEXICANA, PRODUCTOS CARNICOS TROCEADOS Y CURADOS. PRODUCTOS CARNICOS
CURADOS Y MADURADOQOS. DISPOSICIONES Y ESPECIFICACIONES SANITARIAS.

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

JOSE MELJEM MOCTEZUMA, Director General de Calidad Sanitaria de Bienes y Servicios, por acuerdo del Comité
Consultivo Nacional de Normalizacion de Regulacién y Fomento Sanitario, con fundamento en los articulos 39 de la Ley
Orgéanica de la Administracién Publica Federal; 30. fracciones XXII, XXIV, 13, apartado A, fracciones II, IX, X, 194
fraccion I, 197, 205, 210, 212 y 393 de la Ley General de Salud; 1o. fraccién VI, 40., 15, 25, 29, 60, 70 y demas relativos
del Reglamento de Control Sanitario de Productos y Servicios; 30. fracciones Xl y XVI, 38 fraccion I, 40 fracciones |, II, lll

y Xl, 41 fracciones I, I, lll, IV, VI, VIl y VIII, 43, 44 y 47 fracciones | a la IV de la Ley Federal sobre Metrologia y
Normalizacion; 28 fracciones |, Il, incisos b), c), d), y V y 34 del Reglamento de la Ley Federal sobre Metrologia y
Normalizacién y 21 fracciones |, II, IV y V del Reglamento Interior de la Secretaria de Salud, y

CONSIDERANDO

Que con fecha 15 de abril de 1997, en cumplimiento de lo previsto en el articulo 46 fraccion | de la Ley Federal sobre
Metrologia y Normalizacion, la Direccion General de Control Sanitario de Bienes y Servicios presenté al Comité
Consultivo Nacional de Normalizacién de Regulacion y Fomento Sanitario, el anteproyecto de la presente Norma Oficial
Mexicana.

Que con fecha 13 de agosto de 1997, en cumplimiento del Acuerdo del Comité y lo previsto en el articulo 47 fraccion |
de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion, se publicé en el Diario Oficial de la Federacidn el proyecto de la
presente Norma Oficial Mexicana, a efecto de que dentro de los siguientes sesenta dias naturales posteriores a dicha
publicacidn, los interesados presentaran sus comentarios al Comité Consultivo Nacional de Normalizaciéon de Regulacion
y Fomento Sanitario.

Que con fecha 3 de febrero de 1999, fueron publicadas en el Diario Oficial de la Federacion las respuestas a los
comentarios recibidos por el mencionado Comité, en términos del articulo 47 fraccion Il de la Ley Federal sobre
Metrologia y Normalizacién.

Que en atencion a las anteriores consideraciones, contando con la aprobaciéon del Comité Consultivo Nacional de
Normalizacion de Regulacién y Fomento Sanitario, se expide la siguiente Norma Oficial Mexicana NOM-145-SSA1-1995,
Productos carnicos troceados y curados. Productos carnicos curados y madurados. Disposiciones y especificaciones
sanitarias.

Sufragio Efectivo. No Reeleccion.

México, D.F., a 17 de noviembre de 1999.- El Director General de Calidad Sanitaria de Bienes y Servicios, José
Meljem Moctezuma.- Rubrica.

PREFACIO
En la elaboracion de la presente Norma participaron las siguientes Unidades Administrativas e Instituciones:

SECRETARIA DE SALUD
Direccion General de Control Sanitario de Bienes y Servicios.
Laboratorio Nacional de Salud Publica.

SECRETARIA DE AGRICULTURA, GANADERIA Y DESARROLLO RURAL
Direccion General de Ganaderia.

SECRETARIA DE COMERCIO Y FOMENTO INDUSTRIAL
Direccion General de Politica de Comercio Interior.

PROCURADURIA FEDERAL DEL CONSUMIDOR
Direccion General de Investigacién Tecnolégica.

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas.
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Estudios Superiores de Cuautitlan.
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.
Programa Universitario de Alimentos.

ASOCIACION NACIONAL DE EMPACADORAS TIPO INSPECCION FEDERAL
ASOCIACION NACIONAL DE TIENDAS DE AUTOSERVICIO Y DEPARTAMENTALES
CAMARA NACIONAL DE LA INDUSTRIA DE TRANSFORMACION

CONSEJO NACIONAL DE EMPACADORAS DE CARNES FRIAS Y EMBUTIDOS
LABORATORIOS ICCABI, S.A. DE C.V.
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1. Objetivo y campo de aplicacién

1.1 Esta Norma Oficial Mexicana establece las disposiciones y especificaciones sanitarias que deben cumplir los
productos carnicos troceados y curados, asi como los productos carnicos curados y madurados.

1.2 Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria en el territorio nacional para las personas fisicas o
morales que se dedican a su proceso o importacion.

2. Referencias

Esta Norma se complementa con lo siguiente:

NOM-051-SCFI-1994

NOM-092-SSA1-1994
NOM-114-SSA1-1994
NOM-115-SSA1-1994
NOM-117-SSA1-1994

NOM-120-SSA1-1994

Especificaciones generales de etiquetado para alimentos y bebidas no alcohdlicas
preenvasados.

Método para la cuenta de bacterias aerobias en placa.
Método para la determinacién de Salmonella en alimentos.
Método para la determinacién de Staphylococcus aureus en alimentos.

Método de prueba para la determinacion de cadmio, arsénico, plomo, estafio, cobre, fierro,
zinc y mercurio en alimentos, agua potable y agua purificada, por espectrometria de
absorcion atémica.

Practicas de higiene y sanidad para el proceso de alimentos, bebidas no alcohdlicas y
alcohdlicas.
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NOM-122-SSA1-1994 Productos carnicos curados y cocidos y curados emulsionados y cocidos. Especificaciones
sanitarias.

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

3.1 Aditivo para alimentos, aquellas substancias que se adicionan directamente a los alimentos y bebidas, durante
su elaboracién para proporcionar o intensificar aroma, color o sabor; para mejorar su estabilidad o para su conservacion.

3.2 Ahumado, procedimiento por el que se aplica a los alimentos humo o sus derivados para conferir sabor a éstos y
reforzar su color, pudiendo mejorar su capacidad de conservacion.

3.3 Buenas practicas de fabricacién, conjunto de normas y actividades relacionadas entre si, destinadas a
garantizar que los productos tengan y mantengan las especificaciones requeridas para su uso.

3.4 Centro térmico, area de temperatura en torno al centro geométrico de la pieza donde se unen los ejes
longitudinal y transversal.

3.5 Coccion, proceso por medio del cual se someten los productos a la accién del calor hUmedo o seco hasta que
alcancen en su centro térmico una temperatura de 68°C.

3.6 Curacién, procedimiento por medio del cual se agregan por via seca o via himeda sales como cloruro de sodio,
nitritos, nitratos y otros aditivos alimentarios autorizados por la Secretaria, con el proposito de conservar la calidad
sanitaria de los productos objeto de esta Norma.

3.7 Envase, todo recipiente destinado a contener un producto y que entra en contacto con el mismo, conservando su
integridad fisica, quimica y sanitaria.

3.8 Etiqueta, todo rétulo, marbete, inscripcion, imagen u otra forma descriptiva o grafica, ya sea que esté impreso,
marcado, grabado, en relieve, hueco, estarcido o adherido al empaque o envase del producto.

3.9 Inocuo, aquello que no hace o causa dafio a la salud.

3.10 Limite méaximo, cantidad establecida de aditivos, microorganismos, parasitos, materia extrafia, plaguicidas,
biotoxinas, residuos de medicamentos, metales pesados y metaloides que no se debe exceder en un alimento, bebida o
materia prima.

3.11 Lote, la cantidad de un producto elaborado en un mismo lapso para garantizar su homogeneidad.

3.12 Maduracién, procedimiento por el cual se desarrollan en el producto aromas especificos deseados por la
presencia de microorganismos acidolacticos adicionados o no, con formacion de los colores del curado, disminucion del
pH, de una consistencia firme y compacta al corte.

3.13 Materia extrafia, toda aquella substancia, resto o desecho organico o no, que se presenta en el producto sea
por contaminaciéon o por manejo poco higiénico del mismo durante su elaboracion, considerandose entre otros: excretas
y pelos de cualquier especie, fragmentos de hueso e insectos, que resultan perjudiciales para la salud.

3.14 Metal pesado y metaloide, aquellos elementos quimicos que causan efectos indeseables en el metabolismo
aun en concentraciones bajas. Su toxicidad depende de las dosis en que se ingieran, asi como de su acumulacion en el
organismo

3.15 Método de prueba, procedimiento analitico utilizado en el laboratorio para comprobar que un producto satisface
las especificaciones que establece la Norma.

3.16 Muestra, numero total de unidades de producto provenientes de un lote y que representan las caracteristicas y
condiciones del mismo.

3.17 Proceso, conjunto de actividades relativas a la obtencion, elaboracién, fabricacion, preparaciéon, conservacion,
mezclado, acondicionamiento, envasado, manipulacion, transporte, distribucion, almacenamiento y expendio o suministro
al publico de los productos.

3.18 Productos carnicos curados y madurados, aquellos elaborados con cortes definidos de las especies animales
consideradas aptas para consumo humano, sometidos a curacién, parcialmente deshidratados, ahumados o no,
madurados por cierto tiempo -por medio de cultivos microbianos o de la adicion de azlcares- de manera que se asegure
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su calidad sanitaria. Los productos correspondientes a este grupo son: salami, jamén serrano, jamén tipo Westfalia,
salchichén, lomo embuchado, entre otros.

3.19 Productos carnicos troceados y curados, aquellos cuya carne curada, fue troceada o picada hasta lograr
trozos no menores de 2 mm, pudiendo ser crudos, madurados -por medio de cultivos microbianos o de la adicion de
azlcares- cocidos 0 no y ahumados o no. Los productos correspondientes a este grupo son: chorizo, longaniza, queso
de puerco, salami cocido, chistorra, entre otros.

3.20 Punto de venta, lugar donde se reciben, conservan, almacenan, exhiben, manipulan y expenden los productos
objeto de esta Norma.

3.21 Refrigeracién, al método de conservacion fisico con el cual se mantiene el producto a una temperatura maxima
de 7°C (280 K).

3.22 Sanitizacion, conjunto de procedimientos que tienen por objeto la reduccion de microorganismos.
4. Simbolos y abreviaturas

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

K grado Kelvin
°C grado Celsius
kg kilogramo

g gramo(s)

mg miligramo

cm centimetro

mm milimetro

NMP  nimero mas probable

UFC unidades formadoras de colonias
pH potencial de Hidrégeno

P,O5; pentoxido de fosforo

BPF buenas practicas de fabricacion
BHA  butil hidroxianisol

BHT  butil hidroxitolueno

TBHQ terbutilhidroquinona

###  menor o igual que

/ por

% por ciento

Cuando en la presente Norma se mencione al Reglamento, debe entenderse que se trata del Reglamento de Control
Sanitario de Productos y Servicios.

5. Clasificacién

Los productos objeto de esta Norma por su proceso se clasifican en:
5.1 Productos carnicos curados y madurados

5.2 Productos carnicos troceados y curados

5.2.1 Productos carnicos troceados y curados, cocidos

5.2.2 Productos carnicos troceados y curados, crudos

5.2.3 Productos carnicos troceados y curados, madurados

6. Disposiciones y especificaciones sanitarias
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6.1 Disposiciones sanitarias

En el punto de venta de los productos objeto de esta Norma, se debe cumplir con las disposiciones sanitarias

establecidas en el Apéndice Normativo A.

6.2 Especificaciones sanitarias

Los productos objeto de este ordenamiento, deben cumplir con las siguientes especificaciones:

6.2.1 Microbiolégicas
6.2.1.1 En planta:

ESPECIFICACIONES:

(Limite maximo)

Mesofilicos aerobios UFC/g
Coliformes fecales NMP/g
Salmonella spp en 25 g muestra
Staphylococcus aureus UFC/g

6.2.1.2 En punto de venta:

ESPECIFICACIONES:

(Limite maximo)

Mesofilicos aerobios UFC/g
Coliformes fecales NMP/g
Salmonella spp en 25 g muestra
Staphylococcus aureus UFC/g

curados
madurados

#H## 3
ausente
### 100

curados
madurados

#H# 3
ausente
### 1000

6.2.2 Contaminacioén por metales pesados

ESPECIFICACIONES:
(Limite maximo)

Plomo(Pb) mg/kg

6.2.3 Materia extrana

curados
madurados
1,0

Productos Carnicos
troceados y curados

cocidos crudos madurados
100,000
#itt 3 #i## 3
ausente ausente ausente
### 100 ### 100 ### 100

Productos Carnicos
troceados y curados

Los productos objeto de esta Norma deben estar exentos de materia extrafia.

6.2.4 Aditivos para alimentos

Unicamente se permiten los aditivos para alimentos sefialados a continuacion:

6.2.4.1 Acelerador del color

ADITIVO:

(Limite maximo)
Glucono-delta-lactona (mg/kg)

6.2.4.2 Acentuadores de sabor:

ADITIVO:

(Limite maximo)

Glutamato monosédico (mg/kg)
Guanilato disédico (mg/kg):

curados
madurados
BPF

curados
madurados

BPF

cocidos crudos madurados
600,000
#i# 3 #i# 3
ausente ausente ausente
### 1000 ### 1000 ### 1000
Productos Carnicos
troceados y curados
cocidos crudos madurados
1,0 1,0 1,0
Productos Carnicos
troceados y curados
cocidos crudos madurados
BPF BPF BPF
Productos Carnicos
troceados y curados
cocidos crudos madurados
BPF BPF BPF
BPF BPF BPF
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Inosinato disddico (mg/kg):
Humo proveniente de maderas no
resinosas ni tratadas

Sabor humo

6.2.4.3 Agentes de curacion:

ADITIVO:

(Limite maximo)

Nitratos o nitritos de sodio o potasio
(mg/kg):

Nota: Expresados como nitritos.

6.2.4.4 Antioxidantes

ADITIVO:

(Limite maximo)

Acido ascorbico y sus sales de
sodio, potasio o calcio (mg/kg)
Acido eritérbico y sus sales de
sodio (mg/kg)

Alfa tocoferol (mg/kg)

BHA (mg/kg)

BHT (mg/kg)

TBHQ(mg/kg)

(*) Niveles en relacion con el contenido de grasa.

6.2.4.5 Colorantes

ADITIVO:
(Limite maximo)
Colorantes naturales

6.2.4.6 Conservadores

ADITIVO:

(Limite maximo)

Acido soérbico y sus sales de sodio y
potasio (mg/kg)

Propil parabeno (mg/kg)

Propionato de sodio (mg/kg)

(*) Unicamente para la cubierta.

BPF BPF BPF
BPF BPF BPF BPF
BPF BPF BPF BPF

Productos Carnicos
curados troceados y curados
madurados cocidos crudos madurados
156 156 156 156
Productos Carnicos
curados troceados y curados
madurados cocidos crudos madurados
500 500 500

500 500
160 160
100 () 100 ()
100 () 100 ()
100 () 100 ()

Productos Carnicos
curados troceados y curados
madurados cocidos crudos madurados
BPF BPF BPF
Productos Carnicos
curados troceados y curados
madurados cocidos crudos madurados

1000 1000(*)
1000 1000 1000
1000 1000 1000

En el caso de los productos carnicos troceados y curados, la suma total de los conservadores no podra ser mayor a

1000 mg/kg.

6.2.4.7 Estabilizantes

o retenedores de humedad
ADITIVO:

(Limite maximo)

Fosfatos mono y disédico (mg/kg)
Hexametafosfato de sodio (mg/kg)
Pirofosfato de sodio (mg/kg)

Productos Carnicos

curados troceados y curados
madurados cocidos crudos madurados
5000
5000
5000
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Pirofosfato &cido de sodio (mg/kg) 5000
Pirofosfato tetrasédico 5000
Meta y polifosfato de sodio (mg/kg) 5000
Polifosfato de potasio (mg/kg) 5000
Tripolifosfato de sodio (mg/kg) 5000

Gomas vegetales:
Acido alginico y sus sales de sodio

y potasio (mg/kg) - 4000 4000 4000
Agar-agar BPF BPF BPF
Alginato de propilenglicol (mg/kg) e 4000 4000 4000
Carragenina BPF BPF BPF
Goma karaya - BPF BPF BPF
Goma guar BPF BPF BPF
Nota: Fosfatos totales expresados como P,Og
6.2.4.8 Reguladores del pH: Productos Carnicos

curados troceados y curados
ADITIVO: madurados cocidos crudos madurados

(Limite maximo)

Acido acético (mg/kg) - BPF BPF BPF
Acido citrico (mg/kg) BPF BPF BPF BPF
Acido lactico y sus sales de calcio y

potasio (mg/kg) BPF BPF BPF BPF
Acido fosforico (mg/kg) 5000 5000 5000
Acido tartarico y sus sales de sodio

y potasio (mg/kg) 2400 2400 2400 2400
Acido fumarico (mg/kg) - BPF - BPF
7. Muestreo

El procedimiento de muestreo para los productos objeto de esta Norma, debe sujetarse a lo que establece la Ley
General de Salud.

8. Métodos de prueba

Para la verificacién de las especificaciones sanitarias que se establecen en esta Norma, se deben aplicar los
métodos de prueba sefialados en el Apartado de Referencias.

Para la determinacion de nitritos y nitratos se aplicara el método sefialado en el apéndice normativo B de la Norma
Oficial Mexicana NOM-122-SSA1-1994, "Productos carnicos curados y cocidos y curados emulsionados y cocidos.
Especificaciones sanitarias".

Para la determinacion de los coliformes fecales se aplicara el método de prueba sefialado en el apéndice normativo B
de este ordenamiento.

9. Etiquetado

La etiqueta de los productos objeto de esta Norma, ademas de cumplir con lo establecido en el Reglamento y la
Norma Oficial Mexicana correspondiente, debe sujetarse a lo siguiente:

La etiqueta de los productos carnicos troceados y curados ademas de lo anterior debe sefalar
lo siguiente:

Fecha de caducidad, sefialando mes, dia y afio.
Identificacion del lote.

Los productos carnicos troceados y curados crudos deben incluir también la leyenda: "Este producto no debe
consumirse crudo” o "Este producto debe consumirse cocinado".

10. Envase y embalaje
10.1 Envase
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Los productos objeto de esta Norma se deben envasar en recipientes de tipo sanitario, elaborados con materiales
inocuos y resistentes a distintas etapas del proceso, de tal manera que no reaccionen con el producto o alteren sus
caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales.

10.2 Embalaje

Se debe usar material resistente que ofrezca la proteccion adecuada a los envases para impedir su deterioro exterior
a la vez que facilite su manipulacién, almacenamiento y distribucion.

11. Concordancia con normas internacionales.
Esta Norma no tiene concordancia con normas internacionales.
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13. Observancia de la Norma
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La vigilancia en el cumplimiento de la presente Norma corresponde a la Secretaria de Salud.

14. Vigencia

La presente Norma Oficial Mexicana entrara en vigor a los 2 meses siguientes de su publicacion en el Diario Oficial
de la Federacion.

Atentamente
Sufragio Efectivo. No Reeleccion.
México, D.F., a 17 de noviembre de 1999.- El Director General, José Meljem Moctezuma.- Rubrica.

Apéndice Normativo
A

A. De las Disposiciones Sanitarias.
1. Para el punto de venta:

1.1 Para el punto de venta ademas de cumplir con lo establecido en la Norma Oficial Mexicana
NOM-120-SSA1-1994. Practicas de higiene y sanidad para el proceso de alimentos, bebidas no alcohdlicas y
alcohdlicas, debe sujetarse a las siguientes disposiciones:

1.2 En todas las areas donde se manipulen los productos objeto de esta Norma deben adoptarse las medidas
conducentes a fin de evitar la presencia de fauna nociva, debiendo cumplir ademas con las siguientes disposiciones
especificas:

Area de almacén:

1.3 Las éareas destinadas al almacenamiento de los productos objeto de esta Norma, deben contar con una
separacion fisica de otros productos alimenticios a fin de evitar la contaminacion cruzada.

1.4 No deben permanecer en esta area productos abiertos o con la envoltura rota.

1.5 La estiba en cualquier area, debe ser realizada de manera que se evite el rompimiento y exudaciéon de empaques
y envolturas.

1.6 El almacenamiento de los productos cocidos debe realizarse inmediatamente después de haberse recibido los
mismos, con el objeto de mantener la temperatura de 7°C como maximo.

1.7 Las unidades de refrigeracion, deben contar con termémetros en lugar visible y con graficadores que permitan
verificar el mantenimiento y continuidad de la temperatura entre 2 y 7°C como maximo, registrandose en una bitacora el
cumplimiento de esta disposicion.

Personal:
1.8 Portar uniforme de color claro que no muestre signos de suciedad.

1.9 Estar aseado, con el pelo recogido y ufias recortadas y sin ornamentos en antebrazos y manos, usar turbante,
cofia o cuartelera de color claro.

1.10 No debe manejar dinero.

1.11 Usar guantes desechables de plastico transparentes, mismos que deben ser cambiados cuantas veces sea
necesario, especialmente antes de rebanar diferentes tipos de productos.

Area de venta:

1.12 La estiba en cualquier area, debe realizarse evitando el rompimiento y exudacion de empaques
y envolturas.

1.13 Debe mantenerse una rotacion adecuada de los productos a través del sistema primeras
entradas-primeras salidas.

1.14 La cantidad del producto a exhibirse, debe permitir una ventilacién adecuada.
1.15 Los productos que se encuentren en esta area, no deben entrar en contacto con techos y paredes.
1.16 Los productos objeto de esta Norma, no deben entrar en contacto directo con mesas o basculas.

1.17 Los productos que se expenden al publico a granel, deben ser rebanados Unicamente en presencia del
consumidor.

1.18 Las unidades de corte, deben limpiarse al inicio de la labor y sanitizarse por lo menos cada 4 horas de trabajo,
en especial cuando en la misma unidad se realice el rebanado de productos distintos a los objeto de esta Norma, no
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deben usarse franelas o telas semejantes para ejecutar la limpieza. Se debe mantener una bitacora que evidencie el
cumplimiento de esta disposicion.

1.19 Los productos carnicos troceados, curados y cocidos deben mantenerse en refrigeracion, en el caso de los
productos curados y madurados y de los troceados curados madurados y crudos, pueden exhibirse a temperatura
ambiente.

1.20 Las unidades de refrigeracion deben tener termémetros en lugar visible y bithcora a fin de verificar el
mantenimiento de la temperatura en esta area, que debe estar entre 2 y 7°C en forma constante.

1.21 Debe existir un area especifica para el manejo y depésito de desechos sélidos.

Apéndice Normativo
B

B. De la estimacién de la densidad microbiana por la técnica del nimero més probable.

Este método es aplicable a cualquier grupo bacteriano de interés sanitario, especialmente en productos que se
encuentran en bajas concentraciones de microorganismos (### 10 por gramo o ml). Ejemplo: Leche, agua, alimentos;
gue por su consistencia pueden interferir con la exactitud de la cuenta de Unidades Formadoras de Colonias (U.F.C.).

Fundamento.

Se basa en la dilucién de la muestra en tubos mudltiples, de tal forma que todos los tubos de la menor dilucién sean
positivos y todos los tubos de la dilucion mas alta sean negativos. El resultado positivo se demuestra por la presencia de
gas o crecimiento microbiano.

Para obtener el Numero Mas Probable (NMP) en los resultados se aplica la teoria de la probabilidad, lo cual tiene
como condicioén lo siguiente:

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

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

Si se espera una cuenta microbiana alta, la muestra debera diluirse para dar cumplimiento a las condiciones. La
forma mas comun de realizar esta prueba es mediante diluciones decimales y usando un inéculo en series de 3, 5 0 10
tubos en serie. A medida que el nimero de tubos inoculados para cada dilucién aumentan se reducen los limites de
confianza.

Equipo, materiales y reactivos.

No aplica.

Procedimientos.

B.1 Uso de tablas de NMP con 95% de limite de confianza.

Las tablas 1-3 presentan la estimacion estadistica de los valores del NMP que corresponden al 95% de limite de
confianza cuando se utilizan 3, 5y 10 tubos. Otras combinaciones de resultados positivos y negativos no encontrados en
estas tablas, tienen muy baja probabilidad de que se presenten. Si los resultados no estan incluidos en las tablas, se
debera repetir la prueba a partir de la muestra original. Si no es posible, el NMP se puede obtener (para las
combinaciones de 3 y 5 tubos) de las tablas 4 y 5; también se puede aplicar una ecuacién (véase punto B.2) para
obtener el NMP aproximado.

El intervalo del 95% de confianza se interpreta como sigue: si el analista supone que el nimero real de
microorganismos cae dentro de los limites, entonces se asume que sera correcto el 95% de las veces.
El valor del NMP tabulado representa un intervalo y no un valor absoluto.

Cuando se preparan mas de 3 diluciones de una muestra, el NMP debera determinarse a partir de tres diluciones
consecutivas (usando tablas 1-3). Primero, para todas las diluciones que tengan todos los tubos positivos, seleccionar la
dilucién mayor. Después usar las 2 siguientes diluciones mayores (A y B en las tablas 6 y 7). Cuando en ninguna de las
diluciones probadas hubiera crecimiento en todos los tubos, seleccionar (si es posible) las primeras tres diluciones
consecutivas (volumen de muestra) para que la dilucién media contenga resultados positivos (C de tablas 6 y 7).

Con frecuencia es necesario el NMP desde el inicio con volimenes diferentes de los enlistados en las tablas 1-5. Si
el volumen de muestra es mayor que 0,01 g multiplicar el NMP enlistado en la tabla por 10. El resultado de una
determinacion de 5 tubos que dé 3 tubos positivos en 0,01 g; 2 tubos positivos en 0,001 g y 1 tubo positivo en 0,0001 g
(3-2-1) leer en la tabla No. 2 como 17 y multiplicar por 10 para asi obtener 170 como el NMP actual por gramo de
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muestra. De igual forma si la cantidad mas grande utilizada para la tabla de referencia es 1 g en lugar de 0,1 g, dividir el
NMP derivado de la tabla entre 10. Por ejemplo el resultado de la determinacién del NMP en 3 tubos para Salmonella spp
que dé 3 tubos positivos en 1 g; 1 tubo positivo en 0,1 g y ningun positivo en 0,01 g (3-1-0) leer en la tabla No. 1 como 43
y dividir entre 10, lo que da 4,3 como el NMP presuntivo por gramo de muestra.

Un método alternativo para obtener el nimero mas probable es usando la siguiente formula:
(NMP/g de la tabla - 100) X factor de dilucién del tubo de enmedio = NMP/g

Para calcular el NMP/100 g multiplicar por 100.

B.2 Célculo aproximado del NMP y 95% de limite de confianza.

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

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

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

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

MUESTRA (9) No. DE TUBOS No. DE TUBOS POSITIVOS
8 5 5
4 5 4
2 5 2
1 5 0
0,5 5 1
0,25 5 0

El nimero de tubos positivos es: P=(5 + 4 + 2+ 1) = 12; N = ###(8x0) + (4x1) + (2x3) + (1x5) + (0,5x4) + (0,25x5)### =
18,25;y T =5 (8+4+2+1+0,5+0,25) = 78,75
NPM/g = 12/(18,25 x 78,75)%2 = 0,32/g 0 32/100 g

Los limites de confianza del 95% estimados, pueden obtenerse del antilogaritmo de base 10 con la siguiente
ecuacion:
log (NMP/g) ### 1,08 ###(log a)/n)#t 12

Donde: a es el radio de dilucién y n es el nUmero de tubos por dilucion. Esta expresién asume que el radio de dilucién
es diferente de 1:10 (por ejemplo 1:2). Para diluciones de 1:10, la cantidad por restar o sumar deberd ser de 1,14(n)*
para la mejor estimacion. Si el nimero de tubos por dilucion (nj) es desigual (por ejemplo: un accidente de laboratorio)
para la dilucion k reemplazar n por la expresion ny (media arménica) por el niumero de tubos por dilucién (nj).

La media arménica se define como:
ny =k/##H#An;)

k es el ndmero de diluciones. Por ejemplo: Suponiendo que el resultado de 3 diluciones en nj fuera 5-4-4.
Por lo tanto ny = 3/ ###(1/5) + (1/4) + (1/4)### 2 = 3/0,70 = 4,3

NOM-145SA1-1995 11
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Para el ejemplo anterior el NMP con n =5y un limite de confianza aproximado de 95% sera el siguiente:

log 0,32 ### (1,08) ##H#(log 2)/5)## ¥

-0,495 ### 0,265

entonces el limite inferior es el antilogaritmo (-0-76) = 0.17/g o 17/100 g y el limite inferior es el antilogaritmo (-0,23) =
0,59/g 0 59/100 g. Cuando se compara con las tablas el NMP podria ser 0,31/g con limites de confianza de 0,16/g y

0,57/g.

Tabla No. 1 Seleccion del NMP con un limite de confianza de 95% para la prueba de fermentacién utilizando 3 tubos:
con porciones de 0,1, 0,01 y 0,001 g (ml) de muestra.

No. de tubos positivos

95% de limite de confianza

0,1 0,01 0,001 NMP/g (ml)P Inferior Superior
0 0 0 #H#3 - -
0 1 0 3+ #HHH#L 17
1 0 0 4 #H#1 21
1 0 1 7+ 2 27
1 1 0 7 2 28
1 2 0 11+ 4 35
2 0 0 9 2 38
2 0 1 14+ 5 48
2 1 0 15 5 50
2 1 1 20+ 7 60
2 2 0 21 8 62
3 0 0 23 9 130
3 0 1 39 10 180
3 1 0 43 10 210
3 1 1 75 20 280
3 2 0 93 30 380
3 2 1 150 50 500
3 2 2 210+ 80 640
3 3 0 240 90 1400
3 3 1 460 100 2400
3 3 2 1100 300 4800
3 3 3 ###1100 - -

2 Los resultados normales, obtenidos en un 95% de las pruebas no estan seguidos por un simbolo mas (+). Menos
del 4% de los resultados de las pruebas obtenidos estan marcados por un simbolo méas (+). Combinaciones de tubos
positivos no encontrados en esta tabla se presentan en menos del 1% de las pruebas y si se presentaran con mayor
frecuencia indican un error de técnica o que el valor del nimero mas probable se encuentra en el limite. El NMP de
combinaciones que no aparecen en la tabla, se puede obtener por extrapolacion a la combinacion cercana mas elevada.

b Multiplicar todos los valores de NMP/g (ml) por 100 para expresarlos como NMP/100 g (ml).

Tabla No. 2 Seleccion del NMP con un limite de confianza de 95% para la prueba de fermentacién utilizando 5 tubos:
con porciones de 0,1, 0,01 y 0,001 g (ml) de muestra®.

No. de tubos positivos

95% de limite de confianza

0,1 0,01 0,001 NMP/g (ml)P Inferior Superior
0 0 0 H#H#2 - -
0 0 1 2+ #H#1 10
0 1 0 2 H#i#1 10
1 0 0 2 H#H#1 11
1 0 1 4+ 1 15
1 1 0 4 1 15
1 2 0 6+ 2 18
2 0 0 4 1 17

12
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33
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70
100
120
160
100
100
220
300
600

20
21
25
25
24
29
30
35
35
40
41
38
45
46
55
56
65
67
77
80
68
110
120
150
180
170
210
250
250
300
360
390
480
580
690
820
940
1300
2000
2900
5300

2 Los resultados normales, obtenidos en un 95% de las pruebas, no estan seguidos por un simbolo mas(+). Menos

del 4% de los resultados de las pruebas obtenidos estan marcados por un simbolo méas (+). Combinaciones de tubos
positivos no encontrados en esta tabla se presentan en menos del 1% de las pruebas y si se presentaran con mayor
frecuencia indican un error de técnica o que el valor del nimero mas probable se encuentra en el limite. El NMP de
combinaciones que no aparecen en la tabla, se pueden obtener por extrapolacion a la combinaciéon cercana mas

elevada

b Multiplicar todos los valores de NMP/g (ml) por 100 para expresarlos como NMP/100 g (ml).

Tabla No. 3 Seleccion del NMP con un limite de confianza de 95% para la prueba de fermentacion utilizando 10

tubos: con porciones de 0,1, 0,01 y 0,001 g (ml) de muestra?.
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95% de limite de confianza

No. de tubos positivos

0,001 NMP/g (mI)b Inferior Superior

0,01

0,1

#HL

HH#H#L

1+

#HL

#H#H#L

2+

#HL

#H#H#L

2+

#HL

3+

#HL

3+

10
10
12

4+

5+

11
1
13
13
14
14
12
13
14
15
15
17
17
19
15
16
17
18
18
20
20
22
22
18
20
20
22
22
24

5+

6+

6+

9+

10+

10
11+

11+

11
11
12
12
14+

25
27

27
29
22
24

14+

15+

10
12
13+

27
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25
27
30
27
30
32
30
33
33
36
36
28
31
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12
13
15+

13
15
17+

15
17
17
19+

10
10

19+

13
15
17+

34
31

15
17
19+

34
37
35
38
42
39
42
46
43
46
47
51

10

17
19
21+

10
12
10
12
13
12
13
13
15
15

19
21
24+

22
24
24
27+
27+

52
37

17
19
22+

41

10
11
10
11
13
12
13
15
13
15
18
16
18
20
18
20
23
21

46
42
47
52
47
53
58
54
60
66
61

19
22
25+

22
25
28+

25
29
32+

29
33
37+

67
74
69
76
83
v
85
87

33
37
42+

38
43+
44+

24
24

58
67

12
14
16
14
17

23
27
31+

10
10
10
10
10

7
69
79

27

32

15
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10 1 2 38 20 92
10 2 0 33 17 83
10 2 1 39 20 96
10 2 2 50 20 110
10 2 3 50+ 30 120
10 3 0 40 20 100
10 3 1 50 20 120
10 3 2 60+ 30 130
10 3 3 70+ 30 150
10 4 0 50 30 120
10 4 1 60 30 140
10 4 2 70 30 160
10 4 3 80+ 40 170
10 5 0 60 30 150
10 5 1 70 40 170
10 5 2 90 40 190
10 5 3 100 50 210
10 6 0 80 40 180
10 6 1 90 50 200
10 6 2 110 50 230
10 6 3 120 60 250
10 6 4 140+ 70 270
10 7 0 100 50 220
10 7 1 120 60 250
10 7 2 140 70 280
10 7 3 150 80 310
10 7 4 170+ 90 340
10 8 0 130 60 280
10 8 1 150 80 320
10 8 2 170 90 360
10 8 3 200 100 400
10 8 4 220 120 440
10 8 5 250+ 140 480
10 9 0 170 90 380
10 9 1 200 100 430
10 9 2 230 120 490
10 9 3 260 140 560
10 9 4 300 160 640
10 9 5 350 180 720
10 9 6 400+ 210 820
10 10 0 240 120 610
10 10 1 290 150 750
10 10 2 350 170 910
10 10 3 400 200 1100
10 10 4 500 300 1400
10 10 5 700 300 1700
10 10 6 900 400 2100
10 10 7 1120 600 2700
10 10 8 1160 800 3700
10 10 9 2300 1100 6000
10 10 10 H#H#2300 - -

2 Los resultados normales, obtenidos en un 95% de las pruebas, no estan seguidos por un simbolo mas (+). Menos
del 4% de los resultados de las pruebas obtenidos estan marcados por un simbolo mas(+). Combinaciones de tubos
positivos no encontrados en esta tabla se presentan en menos del 1% de las pruebas y si se presentaran con mayor
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frecuencia indican un error de técnica o que el valor del nUmero mas probable se encuentra en el limite. El NMP de
combinaciones que no aparecen en la tabla, se pueden obtener por extrapolacion a la combinacion cercana mas
elevada.

b Multiplicar todos los valores de NMP/g (ml) por 100 para expresarlos como NMP/100 g (ml).

Tabla No. 4 Namero mas probable (NMP) para 1g de muestra cuando se usan 3 tubos con porciones de 0,1, 0,01 y
0,001g.

Tubos Positivos Tubos Positivos Tubos Positivos Tubos Positivos

01 001 0001 NMP 01 001 0001 NMP 01 001 0001 NMP 01 0,01 0,001 NMP
0 0 0 HH#H3 1 0 0 3,6 2 0 0 9,1 3 0 0 23
0 0 1 3 1 0 1 7.2 2 0 1 14 3 0 1 39
0 0 2 6 1 0 2 11 2 0 2 20 3 0 2 64
0 0 3 9 1 0 3 15 2 0 3 26 3 0 3 95
0 1 0 3 1 1 0 7.3 2 1 0 15 3 1 0 43
0 1 1 6,1 1 1 1 11 2 1 1 20 3 1 1 75
0 1 2 9,2 1 1 2 15 2 1 2 27 3 1 2 120
0 1 3 12 1 1 3 19 2 1 3 34 3 1 3 160
0 2 0 6,2 1 2 0 11 2 2 0 21 3 2 0 93
0 2 1 9,3 1 2 1 15 2 2 1 28 3 2 1 150
0 2 2 12 1 2 2 20 2 2 2 35 3 2 2 210
0 2 3 16 1 2 3 24 2 2 3 42 3 2 3 290
0 3 0 9,4 1 3 0 16 2 3 0 29 3 3 0 240
0 3 1 13 1 3 1 20 2 3 1 36 3 3 1 460
0 3 2 16 1 3 2 24 2 3 2 44 3 3 2 1100
0 3 3 19 1 3 3 29 2 3 3 53 3 3 3 #Hit

1100

Tabla No. 5 Numero mas probable (NMP) para 100 ml de muestra cuando se usan 5 porciones en cada una de 3
diluciones con series geométricas.

No. de Tubos No. de Tubos No. de Tubos No. de Tubos No. de Tubos No. de Tubos Positivos
Positivos Positivos Positivos Positivos Positivos
10 1 0,1 10 1 0,1 10 1 0,1 10 1 0,1 10 1 0,1 10 1 0,1
ml [ ml [ ml N |ml| m | ml N |ml| m | ml N |ml| m | ml N |m | m | ml N |ml| m | ml N
M M M
P P P P P P

0 0 0 1 0 0 2 2 0 0 45 3 0 0 78 4 0 0 13 5 0 0 23
0 0 1 18 1 0 1 4 2 0 1 68 3 0 1 11 4 0 1 17 5 0 1 31
0 0 2 36 1 0 2 6 2 0 2 91 3 0 2 13 4 0 2 21 5 0 2 43
0 0 3 54 1 0 3 8 2 0 3 12 3 0 3 16 4 0 3 25 5 0 3 58
0 0 4 72 1 0 4 100 2 0 4 14 3 0 4 20 4 0 4 30 5 0 4 76
0 0 5 90 1 0 5 12 2 0 5 16 3 0 5 23 4 0 5 36 5 0 5 95
0 1 0 18 1 1 0 4 2 1 0 68 3 1 0 11 4 1 0 17 5 1 0 33
0 1 1 36 1 1 1 6,1 2 1 1 92 3 1 1 14 4 1 1 21 5 1 1 46
0 1 2 55 1 1 2 81 2 1 2 12 3 1 2 17 4 1 2 26 5 1 2 64
0 1 3 73 1 1 3 10 2 1 3 14 3 1 3 20 4 1 3 31 5 1 3 84
0 1 4 91 1 1 4 12 2 1 4 17 3 1 4 23 4 1 4 3 5 1 4 110
0 1 5 11 1 1 5 14 2 1 5 19 3 1 5 27 4 1 5 42 5 1 5 130
0 2 0 37 1 2 0 6,1 2 2 0 93 3 2 0 14 4 2 0 22 5 2 0 49
0 2 1 55 1 2 1 82 2 2 1 12 3 2 1 17 4 2 1 26 5 2 1 70
0 2 2 74 1 2 2 10 2 2 2 14 3 2 2 20 4 2 2 32 5 2 2 95
0 2 3 92 1 2 3 12 2 2 3 17 3 2 3 24 4 2 3 38 5 2 3 120
0 2 4 11 1 2 4 15 2 2 4 19 3 2 4 27 4 2 4 44 5 2 4 150
0 2 5 13 1 2 5 17 2 2 5 22 3 2 5 31 4 2 5 50 5 2 5 180
0 3 0 56 1 3 0 83 2 3 0 12 3 3 0 17 4 3 0 27 5 3 0 79
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0 3 1 74 1 3 1 10 2 3 1 14 3 3 1 21 4 3 1 3 5 3 1 110
0 3 2 93 1 3 2 13 2 3 2 17 3 3 2 24 4 3 2 39 5 3 2 140
0 3 3 1 1 3 3 15 2 3 3 20 3 3 3 28 4 3 3 45 5 3 3 180
0 3 4 13 1 3 4 17 2 3 4 22 3 3 4 31 4 3 4 52 5 3 4 210
0 3 5 15 1 3 5 19 2 3 5 25 3 3 5 35 4 3 5 5 5 3 5 250
0 4 o 75 1 4 0 1 2 4 0 15 3 4 0 21 4 4 0 34 5 4 0 130
0 4 1 94 1 4 1 13 2 4 1 7 3 4 1 24 4 4 1 40 5 4 1 170
0 4 2 1 1 4 2 15 2 4 2 20 3 4 2 28 4 4 2 47 5 4 2 220
0 4 3 13 1 4 3 17 2 4 3 23 3 4 3 32 4 4 3 5 5 4 3 280
0 4 4 15 1 4 4 19 2 4 4 25 3 4 4 36 4 4 4 62 5 4 4 350
0 4 5 17 1 4 5 22 2 4 5 28 3 4 5 40 4 4 5 69 5 4 5 430
0 5 0 94 1 5 0 13 2 5 0 17 3 5 0 25 4 5 0 41 5 5 0 240
0 5 1 1 1 5 1 15 2 5 1 20 3 5 1 29 4 5 1 48 5 5 1 350
0 5 2 13 1 5 2 17 2 5 2 23 3 5 2 32 4 5 2 5 5 5 2 540
0 5 3 15 1 5 3 19 2 5 3 26 3 5 3 37 4 5 3 64 5 5 3 920
0 5 4 17 1 5 4 22 2 5 4 29 3 5 4 41 4 5 4 72 5 5 4 1600
0 5 5 19 1 5 5 24 2 5 5 32 3 5 5 45 4 5 5 81

Tabla No. 6 Ejemplos para determinar el NMP estimado en series de tres tubos con 1g (ml) de muestra por tubo.

Valores
Cantidad de muestra (g o ml)2 positivos NMP estimado/g o mIP
Ejemplo 0,1 0,01 0,001 0,0001 0,00001 reportados
A 33 33 2/3 0/3 0/3 3-2-0 930
B 3/3 3/3 3/3 2/3 0/3 3-2-0 9300
C 0/3 0/3 1/3 0/3 0/3 0-1-0 30
D 3/3 33 2/3 1/3 1/3 3-2-2 2100
E 3/3 33 3/3 3/3 3/3 3-3-3 ###110000

2 Numerador/denominador = nimero de tubos positivos/nimero de tubos inoculados.
b Multiplicar todos los valores de NMP/g (ml) por 100 para expresarlos como NMP/100 g (ml).

Tabla No. 7 Ejemplos para determinar el NMP estimado en series de 5 tubos con 1 g (ml) de muestra
por tubo.

Valores
Cantidad de muestra (g o ml)2 positivos NMP estimado/g o mIP
Ejemplo 0,1 0,01 0,001 0,0001 0,00001 reportados
5/5 5/5 2/5 0/5 0/5 5-2-0 490
B 5/5 5/5 5/5 2/5 0/5 5-2-0 4900
C 0/5 0/5 1/5 0/5 0/5 0-1-0 20
D 5/5 5/5 3/5 1/5 1/5 5-2-2 1400
E 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5-5-5 ###160000

@ Numerador/denominador = nimero de tubos positivos/nimero de tubos inoculados.
b Multiplicar todos los valores de NMP/g (ml) por 100 para expresarlos como NMP/100 g (ml).

B.2 Determinacion de bacterias coliformes, coliformes fecales y Escherichia coli por la técnica de diluciones en tubo
multiple.

1. Fundamento

Este método se basa en la propiedad de los microorganismos coliformes para producir gas a partir de glucosa y

fermentacion de lactosa dentro de las 48 horas de incubacibn a 35 ### 0,5°C (coliformes) y 44,5
### 0,2°C (coliformes fecales y E. coli).
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2. Equipo y materiales

Ademas de los mencionados en la NOM-110-SSA. Preparacién y dilucién de muestras de alimentos para analisis
microbioldgico, lo siguiente:

- Bafio de agua con agitacion continua cubierto y con termostato que evite variaciones mayores a 0,1°C.
- Term6émetro calibrado y verificado 1/10

- Tubos de cultivo de 20x200 y de 16x160 mm con tap6n de rosca

- Campanas de fermentacion (tubos de Durham)

- Gradillas

- Asas bacterioldgicas de 3 mm de diametro

- Lampara de luz ultravioleta de longitud amplia 4 watts.

- Lentes protectores.

Medios de cultivo

Caldo lauril

Ingredientes:

Bacto triptosa 20,0¢
Bacto lactosa 5049
Fosfato potésico, dibasico 2,759
Fosfato potasico, monobasico 2,759
Cloruro de sodio 50¢9
Lauril sulfato de sodio 0,19
Agua destilada 1000,0 mi

pH final: 6,8 ### 0,2 a 25°C.

Preparacion:

1. Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada.

2. Ajustar el pH.

3. Distribuir en tubos de ensaye con campanas de Durham.
4. Adicionar 10 ml de medio para cada tubo.

5. Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121###C.

6. Antes de abrir el autoclave, dejar bajar la temperatura a 75###C para que no queden burbujas en las campanas de
Durham.

Preparacion de caldo lauril triptosa

INOCULO CANTIDAD DE MEDIO POR | VOLUMEN DE MEDIO MAS | CALDO LAURIL TRIPTOSA
(ml) TUBO (ml) INOCULO (ml) REQUERIDO g/L
1 10 o més 11 o mas 35,6

10 10 20 71,2

10 20 30 53,4

20 10 30 106,8

100 50 150 106,8

100 35 135 137,1

100 20 120 213,6
Caldo EC (E. coli.)
Ingredientes:
Bacto triptosa 20,09

NOM-145SA1-1995
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Bacto lactosa 50g9
Bacto sales biliares No. 3 15¢9
Fosfato dipotasico 40¢g
Fosfato monopotasico 159
Cloruro de sodio 50¢9
Agua destilada 1000,0 ml

pH final: 6,9 ### 0,2 a 25°C.
Preparacion:

1. Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada y calentar ligeramente para que se disuelva
por completo.

2. Ajustar el pH.

3. Distribuir en tubos de ensaye con campanas de Durham.
4. Adicionar 10 ml de medio para cada tubo.

5. Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C.

6. Antes de abrir el autoclave, dejar bajar la temperatura a 75°C para evitar que queden burbujas en las campanas de
Durham.

Agar McConkey

Ingredientes:

Proteasa peptona o polipeptona 309
Peptona o gelizante 1709
Lactosa 10,0g
Sales biliares No. 3 15¢9
Cloruro de sodio 50¢9
Rojo neutro 0,03 g
Cristal violeta 0,001g
Agar 13,59
Agua destilada 1000,0 mi

pH final: 7,1 ### 0,2 a 25°C

Preparacion:

1. Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada.
2. Calentar hasta ebullicion para disolver por completo.
3. Ajustar el pH.

4. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

5. Enfriar a 50-60°C y vaciar en cajas Petri.

Agar eosina azul de metileno de Levin (EMB-L)

Ingredientes:

Peptona 10,049
Lactosa 10,0g
K,HPO, 2049
EosinaY 0,449
Azul de metileno 0,065¢g
Agua destilada 1000 ml
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pH final: 7,1 ### 0,2

1. Disolver la peptona, el fosfato y el agar en un litro de agua.

2. Calentar hasta ebullicién para la disolucién completa.

3. Distribuir en porciones de 100 o 200 ml y esterilizar a no mas de 121°C por 15 minutos.
4. Fundir antes de su uso y adicionar a cada porcién de 100 ml:

a) 5 ml de solucién de lactosa al 20%

b) 2 ml de solucién acuosa de eosina al 2%

c) 4,3 ml de solucién acuosa de azul de metileno al 0,15%.

Cuando se use el producto deshidratado, disolver todos los ingredientes de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Caldo triptona al 1% (triptofano)

Ingredientes:

Triptona o tripticasa 10g
Agua destilada 1000 ml
pH final: 6,9 ### 0,2

1. Disolver los ingredientes
2. Distribuir en porciones de 5 ml en tubos de ensaye de 16 x 125 0 16 x 150 mm.
3. Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Caldo MR-VP

Medio 1

Ingredientes:

Peptona tamponada 79
Glucosa 59
KoHPO,4 59
Agua destilada 1000 ml

pH final: 6,9 ### 0,2

1. Disolver los ingredientes con calentamiento suave si es necesario.

2. Distribuir en volimenes de 10 ml en tubos de ensaye de 16x150 mm.
3. Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Caldo citrato de Koser

Ingredientes:

NaNH,HPO, *4H,0 15¢9
KH,PO,4 (monobésico) 1049
MgSO, *7H,0 0,2g
Citrato de sodio *2H,0 3,09
Agua destilada 1000 ml

pH final: 6,7 ### 0,2.
1. Distribuir preferentemente en tubos de ensaye con tapa de rosca.
2. Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Esta formulacion se recomienda en los Métodos de Andlisis Oficial de AOAC y en los Métodos Estandares para el
Andlisis de Agua y Aguas de Desecho (APHA). Este difiere de la composiciéon del medio deshidratado disponible
comercialmente y es recomendable su uso.

Reactivos
Reactivo de Kovacs
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Ingredientes:

p-imetilaminobenzaldehido 59
Alcohol amilico (normal) 75 ml
HCI concentrado 25 ml

1. Disolver el p-Dimetilaminobenzaldehido en alcohol amilico normal.

2. Adicionar lentamente el HCI. Almacenar a 4°C.

Para la prueba de indol

1. Adicionar 0,2-0,3 ml del reactivo a 5 ml del cultivo de bacteria en caldo triptona.

Se considera una prueba positiva cuando desarrolla un color rojo en la superficie del tubo.
Reactivo de Voges-Proskauer (VP)

Solucién 1

Ingredientes:

alfa-naftol 59
Alcohol absoluto 100 g
Solucién 2

Ingredientes:

Hidréxido de potasio 409
Agua destilada para llevar a 100 ml

Prueba de Voges-Proskauer (VP).

1. Transferir 1 ml del cultivo a probar con 48 horas de incubacién a un tubo de ensaye.

2. Adicionar 0,6 ml de la solucién 1y 0,2 ml de la solucién 2.

3. Agitar después de la adicién de cada solucion.

4. Para intensificar y acelerar la reaccion adicionar unos cuantos cristales de creatina y mezclar.
5. Dejar a temperatura ambiente.

6. Leer resultados después de 4 horas de adicionar los reactivos.

El desarrollo de una coloracion rosa es una prueba positiva.

Reactivos para la coloracién de Gram

Cristal violeta

Solucién A

Cristal violeta (colorante 90%) 29
Etanol 95% 20 ml
Solucién B

Ingredientes:

Oxalato de amonio 0,8g
Agua destilada 80 ml

Indicador rojo de metilo (R44)
1. Mezclar la solucion A 'y B. Almacenar por 24 horas

2. Filtrar a través de un papel filtro aspero.
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lodo de Gram

Ingredientes:
lodo

loduro de potasio (KI)
Agua destilada

. Adicionar el yodo.

0 N oo 0o~ WN PP

1g
29
300 ml

. Colocar el Kl en un mortero.

. Triturar con el pistilo por 5-10 segundos.

. Adicionar 1 ml de agua vy triturar

. Adicionar 5 ml de agua y triturar

. Adicionar 10 ml de aguay triturar

. Vaciar esta solucién en una botella de reactivo.

. Enjuagar el mortero y el pistilo con la cantidad de agua necesaria para completar 300 ml.

Colorante de contraste (solucion concentrada)

Ingredientes:

Safranina O
Etanol al 95%

25¢g
100 ml

Solucién de trabajo: Adicionar 10 ml de la solucién concentrada a 90 ml de agua destilada.

Procedimiento para la tincion de Gram

© 0 N O 0o A W N P

. Escurrir.

. Fijar con calor moderado los frotis de la muestra a tefir.

. Adicionar la solucién de cristal violeta al frotis.

. Dejar actuar por un minuto.

. Lavar con agua corriente y escurrir.

. Aplicar la solucién de yodo por un minuto.

. Lavar con agua corriente y escurrir.

. Decolorar con etanol al 95% hasta que la coloracion azul deje de fluir (aproximadamente 30 segundos).
. Inmediatamente después enjuagar con agua corriente

10. Aplicar el colorante de contraste (safranina) por 30 segundos.

11. Enjuagar, escurrir y secar al aire. Examinar al microscopio.

Medio EC-MUG

Preparar el caldo EC y adicionar 50 mg de 4-metilumbelliferyl-beta-D-glucurénido (MUG) por litro antes de esterilizar
(121°C por 15 minutos). El caldo EC-MUG esta comercialmente disponible.

3. Procedimiento
3.1 Aguay hielo

3.1.1 Prueba presuntiva

3.11.1

Agitar la muestra y transferir volimenes de 10 ml a cada uno de 5 tubos con 20 ml de
caldo lauril sulfato triptosa de doble concentracion, 5 tubos con 1 ml y 5 tubos con 0,1 ml
de caldo lauril sulfato triptosa de concentracion sencilla o las siguientes porciones: 10
tubos con 10 ml de muestra; 5 tubos con 20 ml de muestra o una porcién de 100 ml,
consultar la tabla del inciso 2 en la preparacidon del “caldo lauril triptosa” para la
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3.1.2

3.13

concentracion de caldo lauril triptosa requerido. Los tubos deben contener una campana
de fermentacién (Durham).

3.1.1.2 Incubar los tubos a 35 ### 0,5°C. Examinar los tubos a las 24 horas y observar si hay
formaciébn de gas; si la formacion de gas no se observa, incubar
24 horas mas.

Prueba confirmativa

3.1.2.1 De cada tubo que muestre formacién de gas, tomar una asada y sembrar en un nimero
igual de tubos con medio de confirmacion, para la determinacion de bacterias coliformes
referirse a la NOM-112-SSA1-1994. Bienes y servicios. Determinacion de bacterias
coliformes. Técnica del Niumero mas probable, para la determinacion de bacterias
coliformes fecales, sembrar en caldo EC. Inocular a dos tubos con caldo EC una cepa de
E. coli como control positivo y una de Enterobacter aerogenes como control negativo e
incubar con las muestras.

3.1.2.2 Para la determinacién de coliformes fecales incubar los tubos a 44,5 ### 0,2°C en bario
de agua con agitacién durante 24 horas, observar si hay formacion de gas; si la formacion
de gas no se observa, continuar la incubacién 24 horas mas, hacer la lectura. Utilizar
estos resultados para calcular el nimero mas probable (NMP) de coliformes fecales.

Prueba confirmativa para Escherichia coli (por identificacién bioquimica)

3.1.3.1 Tomar una asada de cada uno de los tubos positivos y sembrar por estria cruzada en
agar EMB-L para su aislamiento.

3.1.3.2 Incubar las placas invertidas a 35°C por 18-24 horas.

3.1.3.3 Seleccionar dos colonias de cada placa con la siguiente morfologia colonial: Colonias con
centro negro, planas con o sin brillo metélico y sembrarlas en agar cuenta estandar para
realizar las pruebas de morfologia microscépica y pruebas bioquimicas. Incubar las
placas a 35°C por 18-24 horas.

3.1.3.4 Si no hay colonias con morfologia tipica, probar una o mas colonias lo méas parecido E.
coli de cada placa.

3.1.3.5 Hacer un frotis y tefirlo por Gram. Observar al microscopio la presencia de bacilos cortos
0 cocobacilos Gram-negativos.

3.1.3.6  Pruebas bioquimicas Indol, Rojo de metilo, Voges Proskauer, Citrato (IMViC).
a. Produccién de indol

Inocular un tubo en caldo triptona e incubarlo a 35°C por 24 ### 2 horas. Adicionar 0,2-0,3 ml de
reactivo de Kovacs. La presencia de una coloracién en la superficie del tubo se considera una
prueba positiva.

b. Voges-Proskauer (VP)
Inocular un tubo con caldo MR-VP e incubar a 35°C por 48 ### 2 horas. Transferir 1 ml a un tubo de

13X100 mm. Adicionar 0,6 ml de solucion de alfa naftol y 0,2 ml de hidréxido de potasio al 40% y
agitar. Se considera una prueba positiva cuando se desarrolla un color rosa.

c. Rojo de metilo

Inocular un tubo adicional con caldo MR-VP e incubar a 35°C por 48 ### 2 horas. Adicionar 5 gotas
de solucién de rojo de metilo. Se considera una prueba positiva cuando se desarrolla un color rojo.
Un color amarillo es una prueba negativa.

d. Citrato

Inocular un tubo con caldo citrato de Koser un inéculo ligero para evitar turbiedad en el tubo.
Incubar a 35°C por 96 horas. El desarrollo del cultivo que se observa con la turbiedad del medio, se
considera una prueba positiva.

e. Interpretacion de resultados

Todos los cultivos que: 1. Fermenten la lactosa con producciéon de gas dentro de las 48 horas a
35°C; 2. Sean bacilos o cocobacilos Gram negativos no esporulados y 3. Se obtenga las siguientes
combinaciones para el IMVIC:

Biotipo 1######--, 0 Biotipo 2-###--, son consideradas como E. coli. Calcular el NMP de E. coli
basada en la proporcién de los tubos positivos de caldo EC.
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3.2

3.3

3.4

3.1.4 Prueba confirmativa para Escherichia coli (por el método de EC-MUG)
Fundamento.

Alrededor del 94% de las cepas de E. coli incluso las cepas no productoras de gas
producen la enzima beta-glucuronidasa (GUD), la cual rompe el sustrato especifico
4-metilumbelliferyl-beta-D-glucurénido (MUG) en 4-metilumbelliferona (MU), que al ser expuesto a una
fuente de luz ultravioleta (UV) de onda larga (365 nm) produce una fluorescencia azul, facil de observar.
Cuando el MUG es incorporado al caldo EC se puede identificar E. coli.

3.1.4.1 Prueba presuntiva. Seguir lo indicado en el punto 3.1 0 3.2.1.1
3.1.4.2 Prueba confirmativa

De cada tubo que muestre formacion de gas, tomar una asada y sembrar en un nimero igual de
tubos con medio de confirmacion EC-MUG. Inocular dos tubos con caldo
EC-MUG una cepa de E. coli como control positivo y K. pneumoniae como control negativo. Incubar a
estos tubos con uno adicional de caldo EC-MUG sin inocular a 44,5 ### 0,5°C en bafio de agua con
los tubos de las muestras durante 24 horas, observar si hay formacion de gas; si la formacion de
gas no se observa continuar la incubacion 24 horas mas. Irradiar los tubos con una fuente de luz
UV, observar fluorescencia y hacer la lectura. Utilizar estos resultados para calcular el nimero mas
probable (NMP) de E. coli.

Alimentos
3.2.1 Prueba presuntiva.

3.2.1.1 Preparar la muestra como se indica en la NOM-110-SSA1-1994. Bienes y servicios.
Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para analisis microbioldgico; y de
acuerdo con el tipo de producto, utilizar las diluciones apropiadas, segun se indica en el
procedimiento de la densidad microbiana por la técnica del nimero mas probable.

Utilizar como medio de enriquecimiento caldo lauril triptosa y continuar como en el punto
3.1.12

3.2.2 Prueba confirmativa. Continuar como en el punto 3.1.2.
Prueba confirmatoria.

Confirmar la presencia de Escherichia coli en por lo menos el 10% de las pruebas con resultados positivos
a coliformes fecales por cultivo en placas de agar McConkey a partir de los tubos que demostraron la
presencia de gas en la prueba confirmativa. Incubar las placas a
35 ### 0,5°C durante 24 ### 2 horas, observar las colonias tipicas fermentadoras de color rojo rodeadas
de un halo opaco de precipitacion de sales biliares. Seleccionar 1 0 mas colonias aisladas y pasar a tubos
de fermentacion con caldo lauril triptosa, continuar como se indica en el punto 3.1.1. Hacer tinciéon de
Gram para observacion de la morfologia de las colonias.

3.3.1 |Interpretacion de resultados.

La formacién de gas en el tubo de fermentaciéon secundario dentro de las 48 ### 3 horas y la
demostracion de bacilos Gram (-) no esporulados confirma un resultado positivo de la prueba
demostrandose la presencia del grupo coliforme.

Calculos

Calcular la densidad microbiana en numero mas probable conforme al procedimiento sefialado
anteriormente, para estimar la poblacién de bacterias coliformes y bacterias coliformes fecales de
acuerdo con las diluciones empleadas y expresar en NMP/g o ml para alimentos y NMP/100 ml para
agua. En el caso de usar volumenes de 20 ml de muestras de agua en 5 tubos o 10 ml de muestras
de agua en 10 tubos, utilizar las siguientes tablas:
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TABLA 1. Indice del NMP con 95% de limite de confianza para varias combinaciones de resultados positivos y
negativos cuando se usan 5 tubos con 20 ml de muestra de agua o hielo.

Normas Oficiales Mexicanas SSA1

No. de Tubos 95% de Limite de Confianza (aproximado)
Positivos NMP/100 ml Inferior | Superior
0 #H#1,1 0 3,0
1 11 0,05 6,3
2 2,6 0,3 9,6
3 4,6 0,8 14,7
4 8,0 1,7 26,4
5 ###8,0 4,0 Infinito

TABLA 2. Indice del NMP con 95% de limite de confianza para varias combinaciones de resultados positivos y
negativos cuando se usan 10 tubos con 10 ml de muestra de agua o hielo.

No. de Tubos NMP/100 mi 95% de Limite de Confianza (aproximado)
Positivos Inferior | Superior
0 #H#1,1 0,0 3,0
1 11 0,03 5,9
2 2,2 0,26 8,1
3 3,6 0,69 10,6
4 51 1,3 13,4
5 6,9 2,1 16,8
6 9,2 31 21,1
7 12,0 4.3 27,1
8 16,1 5,9 36,8
9 23,0 8,1 59,5
10 ###23,0 13,5 Infinito
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