COMISION DE CONTROL ANALITICO Y AMPLIACION DE COBERTURA

METODO DE PRUEBA PARA LA ESTIMACION DE LA DENSIDAD MICROBIANA POR LA TECNICA DEL NUMERO
MAS PROBABLE (NMP), DETECCION DE COLIFORMES TOTALES, COLIFORMES FECALES y Escherichia coli
CCAYAC-M-004/8

OBJETIVO

Establecer la metodologia para la estimacion de la densidad de Coliformes Totales, Coliformes
Fecales y Escherichia coli por la técnica del nimero més probable presentes en muestras de
alimentos y agua.

CAMPO DE APLICACION

Este método es aplicable para la deteccion de coliformes totales, coliformes fecales y Escherichia
coli, especialmente en productos que se encuentran en bajas concentraciones de
microorganismos (< 10 UFC/g o ml) Ejemplo: Leche, agua y para aquellos alimentos cuyas
caracteristicas particulares puedan interferir en la exactitud de la cuenta de Unidades Formadoras
de Colonias (UFC).

FUNDAMENTO

Introduccion

Actualmente se utilizan tres grupos de indicadores microbianos con diferentes aplicaciones. La
deteccion de bacterias coliformes se usa como indicador de la calidad sanitaria de agua o como
indicador de condiciones sanitarias en el procesamiento de alimentos. Los coliformes fecales
contintian siendo el indicador de eleccion para moluscos bivalvos y sus aguas de cultivo y E. coli
como indicador de contaminacion fecal reciente o condiciones higiénicas inadecuadas. Casi
todos los meétodos utilizados para la deteccion de estos indicadores, son métodos de
enumeracion basados en la fermentacion de la lactosa. El método del nimero mas probable
consiste de una prueba presuntiva y confirmativa. La serie de 3 tubos generalmente se utiliza
para la mayoria de los alimentos, |a serie de 5 tubos se emplea para moluscos y para los diversos
tipos de aguas, las series de 3, 5 y 10 tubos dependiendo de la contaminacion esperada y del
grado de exactitud deseado.

Se basa en la dilucion de la muestra en tubos mdltiples, de tal forma que todos los tubos de la
menor dilucion sean positivos y todos los tubos de la dilucion mayor sean negativos. El resultado
positivo se demuestra por la presencia de gas y/o crecimiento microbiano propiedad de los
microorganismos coliformes para producir gas a partir de la fermentacion de lactosa dentro de las
48 horas de incubacion a 35 + 0,5°C (coliformes) y a 45,5+ 0,2°C (coliformes fecales y E. coli).
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Para obtener el Numero Mas Probable (NMP) en los resultados se aplica la teoria de la

probabilidad, lo cual tiene como condicidn lo siguiente:

- Una distribucidn 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.

Consideraciones

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 indculo en series de 3, 5 0 10 tubos en serie. A medida que el numero de tubos
inoculados para cada dilucion aumenta, se reducen los limites de confianza.

EQUIPO

- Bafio de agua con: recirculaciéon continua, tapa de dos aguas y termostato que evite
variaciones mayores a 0,1°C.

- Lampara de luz ultravioleta de longitud (365 nm) 4 watts.

- Incubadora de 35°C £ 0,5°C

- Balanza con capacidad adecuada y sensibilidad de 0,1 g

- Motor de licuadora u homogenizador peristaltico

- Potenciémetro con sensibilidad de 0,1 de unidad de pH

- Mecheros Bunsen

- Autoclave que alcance una temperatura de 121 °C con termémetro calibrado y previamente
evaluada con esporas de Bacillus stearothermophilus

MATERIALES

- Tubos de cultivo de 18 x 200 y de 16 x 160 mm con tapén de rosca

- Campanas de fermentacion de 5 cm de largo por 5 mm de diametro (campanas de Durham)

- Gradillas de plastico y metal

- Asas bacteriolégicas de 3 a 3,5 mm de didametro con porta asa

- Lentes protectores.

- Termdémetros de inmersién con division minima de 0,5 °C para incubadora calibrado o
verificado

- Termdmetro de maximas para autoclave con division minima de 0,5 °C calibrado

- Termometro de inmersién de 1 - 55°C con subdivisiones de 0,1 °C, calibrado o verificado

- Cinta testigo para procesos de esterilizacién por calor himedo

- Vasos de licuadora estériles o bolsas estériles para homogeneizador peristaltico

- Pipetas graduadas bacteriologicas de 1,2, 5y 10 ml

- Probetas de 100, 500 y 1000 m|

- Botellas de dilucion de vidrio de borosilicato con tapa de rosca

- Frascos con capacidad 500 ml con tapa de rosca

- Espatulas, cucharas, cuchillos, pinzas.

- Cuchillos desconchadores
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MEDIOS DE CULTIVO

6.1 Caldo lauril
Ingredientes:
Bacto triptosa 20,09
Bacto lactosa 509
Fosfato potasico dibasico 2,759
Fosfato potasico monobasico 2,759
Cloruro de sodio 509
Lauril sulfato de sodio 01g
Agua destilada 1000,0 ml

pH final: 6,8 £ 0,2 a 25°C.

Preparacion:

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada, ajustar el pH si es necesario y distribuir en
tubos de ensaye con campanas de Durham. Adicionar el volumen de medio de acuerdo con la
siguiente tabla cuando se prepare a partir de medio completo deshidratado. Esterilizar en
autoclave durante 15 minutos a 121°C.

Preparacion de caldo lauril triptosa

INOCULO | CANTIDAD DE MEDIO | VOLUMEN DE MEDIO | CALDO LAURIL TRIPTOSA
(ml) POR TUBO (ml) MAS INOCULO (ml) REQUERIDO g/l
1 10 0 mas 11 0 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 1371
100 20 120 213,6
6.2 Caldo lactosado

NOTA: Este medio se puede utilizar alternativamente para muestras de agua de mar, de areas de
cultivo o para moluscos bivalvos.

Ingredientes:

Extracto de carne 309
Peptona de gelatina 5049
Lactosa 5049
Agua destilada 1000,0 ml
Preparacion:

Disolver los ingredientes en un litro de agua, calentar ligeramente si es necesario hasta que el
medio este completamente disuelto o utilizar el medio completo deshidratado, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Ajustar el pH final de tal manera que después de la esterilizacion éste
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sea de 6,9 + 0,2. Distribuir en tubos de ensayo con tapa de rosca con campana de Durham, de
acuerdo con la siguiente tabla.

Preparacion del caldo lactosado para férmulas deshidratadas.

VOLUMEN (ml) Cantidad en gramos (g) de
INOCULO y gglsfjr?idratado usfggosﬁ
INOCULO MEDIO MEDIO un litro de agua destilada

1 10 0 mas 11 0 mas 13,0
10 10 20 26ﬂ
10 20 30 19,5
100 50 150 39,0
100 3 135 22
100 20 120 a0

Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 121 °C. Enfriar rapidamente para evitar una exposicion
excesiva al calor.

6.3 Caldo verde brillante lactosa bilis

Ingredientes:

Peptona 109
Lactosa 10g
Oxgall 209
Verde brillante 0,0133 g
Agua destilada 1 litro
pH72+0,1.

Preparacion:

Disolver la peptona y la lactosa en 500 ml de agua destilada. Adicionar 20 g de Oxgall disueltos
en 200 ml de agua destilada. El pH de la solucién debe ser de 7,0 a 7,5. Mezclar y agregar agua
hasta un volumen de 975 ml. Ajustar el pH a 7,4. Adicionar 13,3 ml de una solucin acuosa de
verde brillante al 0,1% en agua destilada, agregar agua hasta completar un litro. Distribuir en
tubos de fermentacion, asegurando que el medio cubra las campanas de fermentacion de
Durham. Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

6.4 Caldo A-1
Este medio se debe preparar a partir de ingredientes.
Lactosa 5049
Triptona 20,09
Cloruro de sodio 5049
Salicina 05¢

Eter p-isoctilfenil polietilen glicol 1,0 ml

(Triton X-100)
Agua destilada

1000 ml
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Preparacion:

Calentar hasta disolver los ingredientes solidos, agregar el Triton X-100 y ajustar el pH a 6,9
0,1. Distribuir en tubos de fermentacion asegurando que el medio cubra las campanas de
fermentacién de Durham, esterilizar a 121°C por 10 minutos y guardar el medio a temperatura
ambiente en un lugar oscuro por no mas de 7 dias.

Para muestras de 10 ml preparar el medio a doble concentracion. El medio puede formar un

precipitado particularmente en el de doble concentracion.

6.5 Caldo EC (E. coli)

Ingredientes:

Bacto triptosa 2009
Bacto lactosa 5049
Bacto sales biliares No. 3 1,99
Fosfato dipotasico 40¢
Fosfato monopotasico 159
Cloruro de sodio 509
Agua destilada 1000,0 mi

pH final: 6,9 £ 0,2 a 25°C.

Preparacion:

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada y calentar ligeramente para que se disuelva
por completo. Ajustar el pH si es necesario. Distribuir en porciones de 10 ml en tubos de ensaye
con campanas de Durham y esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C.

6.6 Agar McConkey

Ingredientes:

Proteasa peptona o polipeptona 309
Peptona o gelizante 17,049
Lactosa 10,09
Sales biliares No. 3 1549
Cloruro de sodio 509
Rojo neutro 0,039
Cristal violeta 0,001 g
Agar 13,59
Agua destilada 1000,0 ml

pH final: 7,1 £ 0,2 a 25°C

Preparacion:

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. Calentar hasta ebullicion para disolver por
completo. Ajustar el pH si es necesario. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Enfriar a 50 -
60°C y vaciar en cajas Petri.
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6.7 Agar eosina azul de metileno de Levin (EMB-L)

Ingredientes:

Peptona 10,0 g
Lactosa 10,09
K2HPOq4 2049
Eosina Y 0449
Azul de metileno 0,065 g
Agar 15,0 g
Agua destilada 1000 ml

pH final: 7,1 £ 0,2

Preparacion:

Disolver la peptona, el fosfato y el agar en un litro de agua, calentar hasta ebullicion para la
disolucién completa, distribuir en porciones de 100 o 200 ml y esterilizar a no méas de 121°C por
15 minutos.

Fundir antes de su uso y adicionar a cada porcién de 100 mi:
a) 5 ml de solucién de lactosa al 20% estéril

b) 2 ml de solucion 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.

6.8 Caldo triptona al 1% (triptofano)

Ingredientes:
Triptona o tripticasa 109
Agua destilada 1000 ml

pH final: 6,9 £ 0,2
Preparacion:
Disolver los ingredientes, distribuir en porciones de 5 ml en tubos de ensaye de 16 x 125 0 16 x
150 mm y esterilizar a 121°C por 15 minutos.

6.9 Caldo MR-VP

Medio 1

Ingredientes:

Peptona tamponada 79
Glucosa 549
KoHPO4 59
Agua destilada 1000 ml

pH final: 6,9 £ 0,2
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Preparacion:
Disolver los ingredientes con calentamiento suave si es necesario, distribuir en volumenes de 10
ml en tubos de ensaye de 16 x 150 mm y esterilizar a 118 - 121°C por 15 minutos.

6.10 Caldo citrato de Koser

Ingredientes:

NaNH4HPO4 *4H20 1,59
KH2PO4 (monobasico) 1,09
MgSO4 +7H,0 029
Citrato de sodio *2H,0 309
Agua destilada 1000 ml

pH final: 6,7 £ 0,2.

Preparacion:
Distribuir 5 ml del caldo preferentemente en tubos de ensaye con tapa de rosca y esterilizar a
121°C por 15 minutos.

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

6.11 Citrato de Simmons

Ingredientes:

NaNH4HPO4 *4H,0 1,59
KH2PO4 (monobasico) 109
MgSOs *7H20 029
Citrato de sodio *2H,0 309
NaCl 509
Agar 59
Azul de bromotimol 0,08 g
Agua destilada 1000 ml

pH final 6,9 £ 0,2

Preparacion:

Disolver los ingredientes y calentar a ebullicién por 1 minuto. Distribuir en porciones de 5 ml, en
tubos con tapdn de rosca, esterilizar por 15 minutos a 121 °C y dejar solidificar en una superficie
lo suficientemente inclinada para tener una profundidad de 3 cm.

REACTIVOS

7.1 Regulador de fosfatos solucion concentrada

Ingredientes:
KH2POy4 349
Agua destilada 500 ml
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Preparacion:

Solucion concentrada: Disolver el fosfato en 500 ml de agua y ajustar el pH a 7,2 con solucion de
hidroxido de sodio 1,0 N, llevar a un litro con agua y esterilizar durante 15 minutos a 121 °C.
Conservar en refrigeracion.

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

7.2 Diluyente de peptona al 0,1%

Ingredientes:

Peptona 19
Agua destilada 1 litro
pH7,0+£0,2

Preparacion:

Disolver la peptona en el agua destilada y esterilizar a 121 °C por 15 minutos.

7.3 Reactivo de Kovacs

Ingredientes:

p-dimetilaminobenzaldehido 59
Alcohol amilico (normal) 75 ml
HCI concentrado 25 ml
Preparacion:

Disolver el p-Dimetilaminobenzaldehido en alcohol amilico normal, adicionar lentamente el HCI.
Almacenar a 4°C.

Para la prueba de indol:
Adicionar de 0,2 a 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.

7.4 Reactivo de Voges-Proskauer (VP)

Solucién 1

Ingredientes:

alfa-naftol 59

Alcohol absoluto 100 ml
Solucion 2

Ingredientes:

Hidroxido de potasio 409

Agua destilada Para llevar a 100 ml
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Prueba de Voges-Proskauer (VP)

Transferir 1 ml del cultivo a probar con 48 horas de incubacion a un tubo de ensaye, adicionar 0,6
ml de la solucion 1y 0,2 ml de la solucion 2, agitar después de la adicion de cada solucion. Para
intensificar y acelerar la reaccion adicionar unos cuantos cristales de creatina y mezclar. Dejar a
temperatura ambiente. Leer resultados después de 4 horas de adicionar los reactivos. El
desarrollo de una coloracion rojo rosado es una prueba positiva

7.5 Indicador rojo de metilo

Ingredientes:

Rojo de metilo 0,109

Etanol al 95% 300 ml

Agua destilada Para completar 500 ml
Preparacion:

Disolver el rojo de metilo en 300 ml de etanol y aforar a 500 ml con agua destilada.
7.6 Reactivos para la coloracion de Gram

Cristal violeta

Solucién A

Ingredientes:

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

Solucién B

Ingredientes:

Oxalato de amonio 08¢
Agua destilada 80 ml

Preparacion:
Mezclar la solucion A'y B y filtrar a través de un papel filtro Almacenar por 24 horas

lodo de Gram

Ingredientes:

lodo 19
loduro de potasio (KI) 29
Agua destilada 300 ml
Preparacion:

Colocar el Kl en un mortero, adicionar el iodo, triturar con el pistilo por 5 a 10 segundos, adicionar
1 ml de agua y triturar. Adicionar 5 ml de agua y triturar. Adicionar 10 ml de agua y 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.
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9.1

Colorante de contraste (solucién concentrada)

Ingredientes:

Safranina O 25¢
Etanol al 95% 100 ml
Preparacion:

Solucion de trabajo: Adicionar 10 ml de la solucion concentrada a 90 ml de agua destilada.

Procedimiento para la tincion de Gram

Fijar con calor moderado los frotis de la muestra a tefiir.
Adicionar la solucion de cristal violeta al frotis.

Dejar actuar por un minuto.

Lavar con agua corriente y escurrir.

Aplicar la solucion 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).

8. Inmediatamente después enjuagar con agua corriente.

9. Escurrir.

10. Aplicar el colorante de contraste (safranina) por 30 segundos.
11. Enjuagar, escurrir y secar al aire. Examinar al microscopio.

Nookwh

7.7 Medio EC-MUG y Lauril Sulfato-MUG

Preparacion:

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

CONDICIONES DE PRUEBA

El laboratorio donde sean procesadas las muestras no debe rebasar de 15 UFC en 15 minutos
de exposicién de una placa de agar soya tripticasa o agar peptona-glucosa extracto de levadura.

PROCEDIMIENTO ANALITICO
Procedimiento para Agua y hielo
A. Prueba presuntiva

A1 Agitar la muestra que debe ser de 100 ml como minimo. La cantidad de tubos que se
utilicen dependera de la calidad y caracteristicas del agua que se va a analizar.

Agua para uso y consumo humano y envasada, transferir directamente 5 porciones de

20 ml, 10 porciones de 10 ml o una porcion de 100 ml. Continuar como se indica en el
inciso A.2.
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A2

Consultar las tablas de los incisos 6.1 y 6.2 para seleccionar las diferentes
concentraciones de caldo lauril de acuerdo a los diferentes volimenes de muestra a
inocular.

Agua para uso recreativo. Utilizar 5 tubos de caldo lauril por cada porcion de 10, 1y
0,1 ml, hacer diluciones decimales cuando se espere una densidad microbiana alta.
Continuar como se indica en el inciso A.2.

Agua de mar para el cultivo de moluscos bivalvos. Utilizar 5 o 3 tubos por dilucién
(dependiendo del grado de exactitud deseado), con porciones de 10, 1 0 0,1 ml. Hacer
diluciones cuando se espere una densidad microbiana alta.

Coliformes fecales Directos

Utilizar caldo lactosado para la prueba presuntiva o el medio A-1 para la prueba de
coliformes fecales directa, inoculando 5 o 3 tubos por dilucion con porciones de 10, 1y
0,1 ml en caldo A-1. Incubar por 3 horas a 35 £ 0,5 °C, colocar los tubos a un bafio de
agua a 44,5+ 0,2 °C por 21 + 2 horas

Interpretacion: la produccioén de gas en cualquiera de los tubos de caldo A-1 dentro de las
24 horas indica una reaccién positiva a coliformes de origen fecal. Para calcular el
NMP/100ml consultar las tablas correspondientes (Tablas 2 u 8).

Hielo. Fundir el hielo a 45°C y realizar el analisis como agua para uso y consumo
humano.

Incubar los tubos de caldo lauril inoculados a 35 x 0,5°C. Examinar los tubos a las 24
horas y observar si hay formacion de gas. Anotar los resultados. Si la formacién de gas
no se observa, incubar 24 horas mas y anotar los resultados.

B. Prueba confirmativa

B.1

B.2

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

Incubar los tubos para prueba de coliformes totales a 35 + 0,5 °C por 48 + 2 horas y para
la prueba de coliformes fecales a 45,5 + 0,2°C en bafio de agua con recirculacion
continua durante 24 horas, observar si hay formacién de gas, registrar la lectura, en caso
de no haber formacién de gas, incubar 24 horas mas. Utilizar estos resultados para
calcular el numero méas probable (NMP) de coliformes totales y coliformes fecales

respectivamente. Consultar el punto 10 de célculos.

NOTA: Para todos los alimentos que se les determine coliformes fecales, la incubacion
debe ser a 45.5 + 0.2 °C por 24 a 48 horas, excepto para muestras de agua, moluscos
bivalvos y agua de mar, cuya temperatura de incubacion debe ser de 44.5 £ 0.2 °C
durante 24 horas.
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C. Prueba complementaria

C.1

C.2

Esta es una prueba optativa de control de calidad para todas las muestras de agua que
tiene como objetivo confirmar el 10% de los tubos positivos de coliformes totales en caldo
verde brillante.

Tomar una asada de cada uno de los tubos positivos de caldo verde brillante y sembrar
por estria cruzada en agar McConkey. Incubar a 35 £0,5 °C por 24 + 2 horas. Observar
las colonias tipicas fermentadoras de color rojo que pueden estar rodeadas de un halo
opaco de precipitacién de sales biliares.

Seleccionar 1 0 mas colonias aisladas con las caracteristicas anteriores 0 lo mas
parecido a esta descripcién, e inocular igual nimero de tubos de fermentacién con caldo
lauril triptosa y a tubos con agar nutritivo inclinado; continuar como se indica en A.2.
Hacer tincion de Gram a partir del crecimiento en el agar nutritivo para observacion de la
morfologia microscopica de las colonias.

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

D. Prueba confirmativa para Escherichia coli (por identificacion bioquimica)

D.1

D.2

D.3

D.4

D.5

D.6

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

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

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

Si no hay colonias con morfologia tipica, probar una 0 mas colonias lo mas parecido a E.
coli de cada placa.

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

Pruebas bioquimicas: Indol, Rojo de metilo, Voges Proskauer, Citrato (IMViC).

a. Produccién de indol
Inocular un tubo con caldo triptona e incubarlo a 35 + 0,5°C por 24 + 2 horas.
Adicionar 0,2 - 0,3 ml de reactivo de Kovacs. La presencia de una coloracion roja en
la superficie del tubo se considera una prueba positiva.

b. Voges-Proskauer (VP)
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Inocular un tubo con caldo MR-VP e incubar a 35 + 0,5°C por 48 £ 2 horas.
Transferir 1 ml a un tubo de 13 x 100 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 rojo rosado de 15 a 30 minutos.

c. Rojo de metilo
Inocular un tubo adicional con caldo MR-VP e incubar a 35 + 0,5°C por 48 + 2
horas. Adicionar 5 gotas de solucion de rojo de metilo. Se considera una prueba
positiva cuando se desarrolla un color rojo. Un color amarillo definido es una prueba
negativa.

d. Citrato

Sembrar con inoculo ligero un tubo con caldo citrato de Koser; evitar turbiedad en el
tubo. Incubar a 35 + 0,5°C por 96 horas. Una reaccion positiva se observa mediante
el desarrollo de turbiedad detectable.

Se puede utilizar también citrato de Simmons el cual se debe inocular por estria.
Incubar a 35 £ 0,5 °C por 48 horas. Una prueba positiva se observa mediante
crecimiento y un cambio a coloracion azul; la ausencia de crecimiento se considera
una prueba negativa.

Interpretacion de resultados de pruebas bioquimicas

Todos los cultivos que fermenten la lactosa con produccion de gas dentro de las 48
horas a 35°C, sean bacilos o cocobacilos Gram negativos no esporulados y se
obtengan 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 confirmados. Consultar el punto 10 de célculos.

E. Prueba confirmativa para Escherichia coli (por el método de EC-MUG) para moluscos
bivalvos

Fundamento

Alrededor del 96% de las cepas de E. coli incluso las cepas anaerogénicas
producen la enzima beta-glucuronidasa (GUD), la cual rompe el sustrato especifico
4-metilumbelliferyl-beta-D-glucuronido (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 o al caldo lauril se puede identificar E.
coli).

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

La produccion de GUD por otras bacterias de la familia Enterobacteriaceae es rara. Algunas
Shigellas (44-58%) y Salmonellae (20-29%) son GUD positivas, sin embargo no se considera una
desventaja de esta prueba para su uso en salud publica.
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El MUG puede ser incorporado a casi cualquier medio que se utilice para la deteccion de E.coli.
Pero en algunos medios como el EMB, que contiene compuestos fluorescentes no es adecuado
ya que pueden enmascarar la fluorescencia del MU.

E.1  Prueba presuntiva
Segquir lo indicado en el punto A del inciso 9.1 o punto A del inciso 9.2 segun sea el caso.
E.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 con una cepa de E. coli como control positivo y K. pneumoniae como control
negativo. Incubar estos tubos con un tubo adicional de caldo EC-MUG sin inocular con
los tubos de las muestras, a 44,5 + 0,2°C en bafio de agua, durante 24 horas. Observar
si hay formacion de gas. Irradiar los tubos con una fuente de luz ultravioleta, observar
fluorescencia Usar lentes de proteccidn para esta prueba. Utilizar estos resultados para
calcular de el numero mas probable (NMP) de E. coli. Consultar el punto 10 de célculos.

NOTA: Algunas cepas de E.coli (menos del 10 %) son anaerogénicas (gas negativo),
pero pueden ser MUG positivas.

F. Prueba para detectar E. coli en alimentos refrigerados o congelados excepto moluscos
bivalvos

FUNDAMENTO

Cuando el MUG es incorporado al caldo lauril, los coliformes pueden ser enumerados en base a
la produccién gas a partir de la lactosa y E. coli es identificada por la fluorescencia al incidir luz
ultravioleta al medio dentro de las 24 horas.

En alimentos refrigerados o congelados a excepcion de moluscos bivalvos. La carne de moluscos
bivalvos contiene naturalmente GUD y pueden dar falsos positivos, por lo cual el anélisis se
realiza a partir de una prueba presuntiva con caldo lauril como lo menciona el inciso E del punto
9.3.3 y caldo de confirmacion el EC-MUG.

PRECAUCION: Observar los tubos con ldmpara de luz ultravioleta (365 nm 6 watt) en la
oscuridad. Cuando se use una lampara de mas poder como de 15 watt, usar lentes de
proteccion. Previamente al uso de MUG, examinar todos los tubos para verificar auto
florescencia. El oxido de cerio, el cual a veces es adicionado al vidrio, interfiere con la prueba del
MUG. Usar cepas control positivo y negativo para la reaccion de MUG.

F.1  Prueba presuntiva

Seguir lo indicado en el punto A de 9.1 o punto A de 9.2 utilizando caldo lauril con MUG
en vez de caldo lauril. Inocular un tubo con una cepa de E. coli GUD positiva como
control (ATCC 25922). Ademas inocular otro tubo con Enterobacter aerogenes (ATCC
13048) como control negativo, para facilitar la diferenciacion entre los tubos que
presenten solo crecimiento y crecimiento con florescencia. Incubar los tubos por 24 a 48
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F.2

+ 2 horas a 35 °C. Examinar cada tubo con crecimiento (turbiedad y gas), despues,
observar los tubos en la oscuridad con una lampara de luz ultravioleta. Una prueba
positiva presuntiva para E. coli es la presencia de florescencia en el tubo. La lectura a las
24 horas de incubacién, identifica a E. coli en un 83-95%, mientras que a las 48 horas de
incubacion la identifica es en un 96-100%.

Prueba confirmativa
Confirmar todos los tubos positivos estriando en una placa de agar L-EMB, incubar a

35°C por 24 + 2 horas y continuar como en el punto 9.1 inciso D. Calcular el NMP de E.
coli basada en la confirmacion de tubos en las 3 diluciones consecutivas.

9.2 Procedimiento para Alimentos

A. Prueba presuntiva

A1

Pesar 25 0 50 g del alimento en 225 o0 450 ml de regulador de fosfatos y moler por 2
minutos en vaso de licuadora u homogeneizador peristaltico, el volumen total en el vaso
debe cubrir totalmente las aspas. Las muestras congeladas deben mantenerse en
refrigeracion (2 - 5° C) un méximo de 18 horas antes de su anélisis, sin llegar a la
descongelacion.

En caso de que la cantidad de muestra disponible sea menor a 25 g y el analisis necesite
ser efectuado (denuncia o queja ante la autoridad), utilizar una cantidad de muestra que
represente una proporcion 1:10.

Preparar diluciones decimales con regulador de fosfatos. La cantidad de diluciones
dependera de la densidad de coliformes esperada. Agitar las diluciones 25 veces en un
arco de 30 cm por 7 segundos. Transferir volumenes de 1 ml a 3 tubos con 10 ml de
caldo lauril sulfato de sodio por cada dilucion; por lo menos tres diluciones consecutivas
(el volumen que se transfiera nunca debe ser menor del 10% de la capacidad total de la
pipeta). Mantener la pipeta en angulo de tal manera que descanse sobre el borde del
tubo. El tiempo entre la homogeneizacion de la muestra y la inoculacion de los tubos no
debe exceder de 15 a 20 minutos

Utilizar como medio de enriquecimiento caldo lauril triptosa y continuar como en el punto
A.2 de 9.1

B. Prueba confirmativa

Continuar como en el punto B de 9.1 considerando que si la formacion de gas no se
observa, continuar la incubacion 24 horas mas.

9.3  Procedimiento para Moluscos bivalvos

Este método es aplicable a los moluscos bivalvos de produccion nacional e importacion, en
concha, desconchados frescos y congelados.
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Preparacion de la muestra para Moluscos en concha

En general, deben tomarse un minimo de 10 a 12 moluscos bivalvos, a fin de obtener una
muestra representativa y permitir la seleccion de animales completos disponibles para su
desconche. Con la mayoria de las especies, esto permite una adecuada seleccidn y se obtendran
aproximadamente 200 g de licor y carne. Por otro lado 10 a 12 piezas de ciertas especies
pequefas de moluscos bivalvos, pueden producir mucho menos que 100 g de licor y carne por lo
que se deben usar de 20 a 30 piezas de estas especies para obtener el peso adecuado.

Limpieza de la concha. Lavarse las manos con agua potable y jabon antes de comenzar.
Enjuagar el exceso de suciedad de las conchas y cepillar con un cepillo estéril bajo el chorro de
agua potable poniendo particular atencion en las hendiduras de las conchas. Colocar las conchas
limpias en toallas de papel absorbente o gasas limpias. Desechar los moluscos que tengan las
conchas dafiadas o con las valvas abiertas.

Remocién del contenido. Lavarse las manos con agua, jabon y enjuagarse con alcohol al 70%.
Se puede utilizar guantes para evitar lesionarse. Sostener el molusco en la mano sobre una gasa
dirigiendo la unién de las valvas o bisagra hacia el analista apoyandose sobre la mesa. Con un
cuchillo desconchador estéril, insertar la punta entre las valvas y hacer palanca para cortar el
musculo abductor. Drenar el licor de la concha dentro de un recipiente estéril. Cortar el musculo
abductor de las conchas y vaciar el cuerpo del animal dentro del mismo recipiente.

Procedimiento para Moluscos en concha, desconchados frescos y congelados

Pesar el total de la muestra, maximo 200 g (carne y licor) y adicionar igual cantidad de regulador
de fosfatos o diluyente de peptona al 0,5% para obtener una dilucidén 1:2. Homogeneizar por 2
minutos.

Pesar 20 g de la mezcla anterior en 80 ml de regulador de fosfatos o diluyente de peptona al
0,5%, agitar la dilucién 25 veces en 7 segundos, haciendo un arco de 30 cm de arriba hacia
abajo, esto constituye la diluciéon 1:10. Hacer diluciones seriadas transfiriendo 10 ml de cada
dilucion en 90 ml del diluyente de eleccién y agitar como se indic6 anteriormente.

A. Prueba Presuntiva

Inocular 5 tubos con 10 ml de caldo lauril sulfato concentracion simple con 2 ml de la dilucién
1:2 que equivale a 1 g de molusco.

Inocular 5 tubos con 10 ml de caldo lauril sulfato concentracion simple con 1 ml de la dilucién
1:10 que equivale a 0,1 g de molusco.

Inocular 5 tubos con 10 ml de caldo lauril sulfato concentracion simple con 1 ml de la dilucién
1:100 que equivale a 0,01 g de molusco.

Inocular 5 tubos con 10 ml de caldo lauril sulfato concentracién simple con 1 ml de la dilucién
1:1000 que equivale a 0,001 g de molusco.
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10.

La cantidad de muestra a inocular debe ser tal que la menor dilucién dé resultados positivos
en todos o la mayoria de los tubos y la mayor dilucién de resultados negativos en todos o en
la mayoria de los tubos. Continuar como en el punto A.2 de 9.1

B. Parala prueba confirmativa de coliformes fecales

Continuar como en B de 9.1 Observar la formacién de gas en los tubos de caldo EC a las 24
* 2 h. Utilizar estos resultados para calcular el nimero mas probable (NMP) para coliformes
fecales de acuerdo a la tabla 2, tomando en cuenta que la densidad se expresa en NMP/
100g de muestra. Consultar el punto 10 de célculos.

CALCULOS

Calcular la densidad microbiana en numero mas probable de bacterias coliformes, bacterias
coliformes fecales y E.coli consultando las tablas correspondientes de acuerdo con la serie de
tubos empleados, las diluciones utilizadas y de la cantidad de muestra inoculada como se
describe a continuacién:

ESTIMACION DE LA DENSIDAD MICROBIANA POR LA TECNICA DE NMP

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

Las tablas 5-7 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 aplicando una ecuacion (véase
punto 9.2) para tener el NMP aproximado (para las combinaciones de 3 y 5 tubos).

El intervalo del 95% de confianza se interpreta como sigue: si el analista supone que el numero
real de microorganismos cae dentro de los limites, entonces se asume que seré 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
los resultados de tres diluciones consecutivas. Primero, para todas las diluciones que tengan
todos los tubos positivos, seleccionar la dilucidn mayor. Después usar las 2 siguientes diluciones
mayores (A 'y B en los ejemplos 1y 2). Cuando en ninguna de las diluciones probadas hubiera
crecimiento en todos los tubos, seleccionar (si es posible) las primeras tres diluciones
consecutivas para que la dilucion media contenga resultados positivos (C de los ejemplos 1y 2).
Cuando se presenta un resultado positivo en la dilucion mas alta no seleccionada, (menor
cantidad de muestra), sumar el numero de tubos positivos a la dilucién mas alta seleccionada (D
de los ejemplos 1y 2). Cuando todos los tubos de todas las diluciones son positivos seleccionar
las tres diluciones mas altas. (E de los ejemplos 1y 2)
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Ejempkl)o 1 para determinar el NMP estimado en series de tres tubos con 1g (ml) de muestra
por tubo.

Cantidad de muestra (g o ml)@ r}é%lioti(/eoss NMP estimado/g o miP
Ejemplo 01 0,01 0,001 0,00010,00001 reportados
A 313 33 23 03 03 3-2-0 930
B 313 33 33 23 03 3-2-0 9300
C 0/3 03 13 03 073 0-1-0 30
D 313 33 23 13 13 3-2-2 2100
E 313 33 33 33 33 3-3-3 >110000

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

Ejempg)o 2 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)@ positivos  NMP estimado/g o mib
Ejemplo 01 0,01 0,001 0,00010,00001 reportados
A 56 565 25 0/5 0/5 5-2-0 490
B 55 565 55 205 0/5 5-2-0 4900
C 05 05 115 0/5 0/5 0-1-0 18
D 565 565  3/5 15 115 5-3-2 1400
E 55 565  5/5 5/5 5/5 5-5-5 >160000

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

Con frecuencia es necesario calcular el NMP con cantidades de muestra diferentes de los
enlistados en las tablas 1y 2y 5 a 7, desde el primer nimero de la combinacion encontrada. Si la
cantidad 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. 6 como 17 y multiplicar por
10 para asi obtener 170 como el NMP final por gramo de muestra. De igual forma si la cantidad
mas grande utilizada para la tabla de referencia es 1 g en lugar de 0,1 g, dividir el NMP derivado
de la tabla entre 10. Por ejemplo el resultado de la determinacion del NMP en 3 tubos para
Salmonella spp que dé 3 tubos positivos en 1 g; 1 tubo positivo en 0,1 g y ningin 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.
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Un método alternativo para obtener el numero mas probable es usando la siguiente formula:
(NMP/g de la tabla - 100) X factor de dilucién del tubo de en medio = NMP/g
Para calcular el NMP/100 g multiplicar por 100.

NOTA: Para uso practico, utilizar las tablas No. 1 y 2 que contienen mayor nimero de
combinaciones.

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

Tubos Positivos Tubos Positivos Tubos Positivos Tubos Positivos
0,1 001 0,000 NMP 01 0,01 0,001 NMP 01 001 0001 NMP 01 0,01 0,001 NMP
0 0 0 <3 1 0 0 36 2 0 0 91 3 0 0 23
0 0 1 31 0 1 72 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 31 1 0 73 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 92 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 62 1 2 0 11 2 2 0 21 3 2 0 93
0 2 1 93 1 2 1 15 2 2 1 28 3 2 1 150
0 2 2 12 1 2 2 20 2 2 2 3% 3 2 2 210
0 2 3 16 1 2 3 24 2 2 3 42 3 2 3 290
0 3 0 94 1 3 0 16 2 3 0 29 3 3 0 240
0 3 1 13 1 3 1 20 2 3 1 36 3 3 1 460
0 3 2 16 1 3 2 24 2 3 2 4 3 3 2 1100
0 3 3 19 1 3 3 29 2 3 3 53 3 3 3 >1100

Referencia: Official Methods of Analisis of AOAC Internacional, 18 ed. 2005. Chapter 17.3, pag. 5
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Referencia: Official Methods of Analisis of AOAC Internacional, 18 ed. 2005. Chapter 17.3, pag. 40
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Tabla 3. Numero mas probable 100 ml de muestra de agua o hielo e intervalos de confianza
del 95%, utilizando 5 tubos con 20 ml de muestra

No. de Tubos 95% de Limite de Confianza (aproximado)

Positivos NMP/100 ml Inferior | Superior
0 <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 -

Referencia: American Public Health Association. Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater. 20t edition 1998. Washington DC

Tabla 4. Numero mas probable por gramo de
muestra e intervalos de confianza del 95 %,
utilizando 10 tubos con 10 ml de muestra
No. de Limite de confianza
tubos NMP/100ml , .
positivos Inferior Superior

0 <11 - 3,3

1 1,1 ,05 59

2 2,2 37 8,1

3 3,6 91 9,7

4 5,1 1,6 13

5 9 2,5 15

6 9,2 3,3 19

7 12 48 24

8 16 59 33

9 23 8.1 53

10 >23 12 -

Referencia: American Public Health Association. Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater. 20t edition 1998. Washington DC.

21132



Tabla 5. Numero mas probable por gramo de muestra e intervalos de confianza del 95 %, utilizando
3 tubos con 0,1; 0,01y 0,001 g de muestra.

No. d?.tUbOS Limite de confianza Tubos positivos Limite de confianza

positivos NMP/g NMP/g
0,10 { 0,01 | 0,001 Inferior Superior § 0,10 0,01 0,001 Inferior Superior
0 0 0 <3,0 - 9,5 2 2 0 21 45 42
0 0 1 3,0 0,15 9,6 2 2 1 28 8,7 94
0 1 0 3,0 0,15 11 2 2 2 35 8,7 94
0 1 1 6,1 1,2 18 2 3 0 29 8,7 94
0 2 0 6,2 1,2 18 2 3 1 36 8,7 94
0 3 0 9,4 3,6 38 3 0 0 23 4,6 94
1 0 0 3,6 0,17 18 3 0 1 38 8,7 110
1 0 1 7.2 1,3 18 3 0 2 64 17 180
1 0 2 1 3,6 38 3 1 0 43 9 180
1 1 0 74 1,3 20 3 1 1 75 17 200
1 1 1 11 3,6 38 3 1 2 120 37 420
1 2 0 1 3,6 42 3 1 3 160 40 420
1 2 1 15 45 42 3 2 0 93 18 420
1 3 0 16 4,5 42 3 2 1 150 37 420
2 0 0 9,2 1,4 38 3 2 2 210 40 430
2 0 1 14 3,6 42 3 2 3 290 90 1,000
2 0 2 20 45 42 3 3 0 240 42 1,000
2 1 0 15 3,7 42 3 3 1 460 90 2,000
2 1 1 20 4,5 42 3 3 2 1100 180 4,100
2 1 2 27 8,7 94 3 3 3 >1100 420 -
Referencia: Bacteriological Analytical Manual. FDA, 8th Edition, Revision A, 1998. Actualizacion

diciembre 2003
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Tabla 6. Numero mas probable por gramo de muestra e intervalos de confianza del 95 %, utilizando 5
tubos con 0,1; 0,01y 0,001 g de muestra.

No. Tubos positivos NMP/g Ic-émitaengz No. Tubos positivos NMPJg Coh}ﬁg'rt]‘;ge
0,1 { 0,01 | 0,001 Inferior | Superior § 0,1 | 0,01 [ 0,001 Inferior | Superior
0 0 0 <1,8 - 6,8 4 0 2 21 6,8 40
0 0 1 1,8 0,09 6,8 4 0 3 25 9,8 70
0 1 0 1,8 0,09 6,9 4 1 0 17 6 40
0 1 1 3,6 0,7 10 4 1 1 21 6,8 42
0 2 0 3,7 0,7 10 4 1 2 26 9,8 70
0 2 1 55 1,8 15 4 1 3 31 10 70
0 3 0 5,6 1,8 15 4 2 0 22 6,8 50
1 0 0 2 0,1 10 4 2 1 26 9,8 70
1 0 1 4 0,7 10 4 2 2 32 10 70
1 0 2 6 1,8 15 4 2 3 38 14 100
1 1 0 4 0,7 12 4 3 0 27 9,9 70
1 1 1 6,1 1,8 15 4 3 1 33 10 70
1 1 2 8,1 3,4 22 4 3 2 39 14 100
1 2 0 6,1 1,8 15 4 4 0 34 14 100
1 2 1 8,2 3,4 22 4 4 1 40 14 100
1 3 0 8,3 3.4 22 4 4 2 47 15 120
1 3 1 10 3,5 22 4 5 0 41 14 100
1 4 0 1 3,5 22 4 5 1 48 15 120
2 0 0 45 0,79 15 5 0 0 23 6,8 70
2 0 1 6,8 1,8 15 5 0 1 31 10 70
2 0 2 9,1 3.4 22 5 0 2 43 14 100
2 1 0 6,8 1,8 17 5 0 3 58 22 150
2 1 1 9,2 3.4 22 5 1 0 33 10 100
2 1 2 12 41 26 5 1 1 46 14 120
2 2 0 9,3 3,4 22 5 1 2 63 22 150
2 2 1 12 4.1 26 5 1 3 84 34 220
2 2 2 14 59 36 5 2 0 49 15 150
2 3 0 12 41 26 5 2 1 70 22 170
2 3 1 14 59 36 5 2 2 94 34 230
2 4 0 15 59 36 5 2 3 120 36 250
3 0 0 7.8 2,1 22 5 2 4 150 58 400
3 0 1 1 3,5 23 5 3 0 79 22 220
3 0 2 13 5,6 35 5 3 1 110 34 250
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Tabla 6. NUmero mas probable por gramo de muestra e intervalos de confianza del 95 %, utilizando 5

tubos con 0,1; 0,01y 0,001 g de muestra.

No. Tubos positivos NMP/g I(;(')Tf';[:n‘ig No. Tubos positivos NMP/g colﬁlfglrt]gaﬁe

0,1 | 0,01 | 0,001 Inferior | Superior | 0,17 | 0,01 | 0,001 Inferior | Superior
3 1 0 1 3,5 26 5 3 2 140 52 400
3 1 1 14 56 36 5 3 3 180 70 400
3 1 2 17 6 36 5 3 4 210 70 400
3 2 0 14 57 36 5 4 0 130 36 400
3 2 1 17 6,8 40 5 4 1 170 58 400
3 2 2 20 6,8 40 5 4 2 220 70 440
3 3 0 17 6,8 40 5 4 3 280 100 710
3 3 1 21 6,8 40 5 4 4 350 100 710
3 3 2 24 9,8 70 5 4 5 430 150 1,100
3 4 0 21 6,8 40 5 5 0 240 70 710
3 4 1 24 9,8 70 5 5 1 350 100 1100
3 5 0 25 9,8 70 5 5 2 540 150 1700
4 0 0 13 41 35 5 5 3 920 220 2600
4 0 1 17 59 36 5 5 4 1600 400 4600

5 5 5 >1600 700

Bacteriological Analytical Manual. FDA, 8th Edition, Revision A, 1998. Actualizacion diciembre 2003
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Tabla 7. Numero mas probable por gramo de muestra e intervalos de confianza del 95 %,
utilizando 10 tubos con 0,1; 0,01y 0,001 g de muestra.

No. Tubos Limite de No. tubos Limite de
Positivos NMP/g confianza positivos NMP/g confianza
0,110,01 | 0,001 Inferior | Superior § 0,1 | 0,01 | 0,001 Inferior | Superior
010 0 <90 - 3,1 8 | 2 0 17 1,7 34
010 1 0,9 0,04 3,1 8 | 2 1 19 9 34
0] 0 2 1,8 0,33 5,1 8 | 2 2 21 10 39
0 1 0 0,9 0,04 3.6 8 | 2 3 23 1 44
0 1 1 1,8 0,33 51 8 | 3 0 19 9 34
0] 2 0 1,8 0,33 5,1 8 | 3 1 21 10 39
0] 2 1 2,7 0,8 7,2 8 | 3 2 24 1 44
0] 3 0 2,7 0,8 1,2 8 | 3 3 26 12 50
1 0 0 0,94 0,05 5,1 8 | 4 0 22 10 39
1 0 1 1,9 0,33 51 8 | 4 1 24 1 44
1 0 2 2,8 0,8 1,2 8 | 4 2 26 12 50
1 1 0 1,9 0,33 57 8 | 4 3 29 14 58
1 1 1 29 0,8 1,2 8 | 5 0 24 1 44
1 1 2 3,8 1,4 9 8| 5 1 27 12 50
1 2 0 29 0,8 1,2 8 | 5 2 29 14 58
1 2 1 3,8 14 9 8 | 5 3 32 15 62
1 3 0 3,8 1,4 9 8| 6 0 27 12 50
1 3 1 48 2,1 K 8 | 6 1 30 14 58
1 4 0 438 2,1 K 8 | 6 2 33 15 62
210 0 2 0,37 7,2 8 | 7 0 30 14 58
210 1 3 0,81 7,3 8 | 7 1 33 17 73
210 2 4 1,4 9 8 | 7 2 36 17 74
2 1 0 3 0,82 7,8 8 | 8 0 34 17 73
2 1 1 4 1,4 9 8| 8 1 37 17 74
2 1 2 5 2,1 1 91 0 0 17 75 31
2 | 2 0 4 1,4 9,1 9] 0 1 19 9 34
2 | 2 1 5 2,1 1 91 0 2 22 10 39
2 | 2 2 6,1 3 14 91 0 3 24 1 44
2 | 3 0 5,1 2,1 1 9 1 0 19 9 39
2 | 3 1 6,1 3 14 9 1 1 22 10 40
2 | 4 0 6,1 3 14 9 1 2 25 1 44
2 | 4 1 7.2 3,1 15 9 1 3 28 14 58
2| 5 0 7.2 3,1 15 9 1 4 31 14 58
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Tabla 7. Numero mas probable por gramo de muestra e intervalos de confianza del 95 %,
utilizando 10 tubos con 0,1; 0,01y 0,001 g de muestra.

No. Tubos Limite de No. tubos Limite de
Positivos NMP/g confianza positivos NMP/g confianza
0,110,01 (0,001 Inferior | Superior § 0,1 | 0,01 | 0,001 Inferior | Superior
3]0 0 3,2 0,9 9 9 | 2 0 22 10 44
310 1 42 1,4 9,1 9 | 2 1 25 1 46
310 2 53 2,1 K 9 | 2 2 28 14 58
3 1 0 4,2 14 10 9 [ 2 3 32 14 58
3 1 1 53 2,1 K 9 | 2 4 35 17 73
3 1 2 6,4 3 14 9 | 3 0 25 12 50
3| 2 0 53 2,1 12 9| 3 1 29 14 58
3| 2 1 6,4 3 14 9 | 3 2 32 15 62
3| 2 2 75 3,1 15 9 [ 3 3 36 17 74
3| 3 0 6,5 3 14 9 3 4 40 20 91
3] 3 1 7,6 3,1 15 9 | 4 0 29 14 58
31 3 2 8,7 3,6 17 9 | 4 1 33 15 62
3| 4 0 7,6 3,1 15 9 [ 4 2 37 17 74
3| 4 1 8,7 3,6 17 9 | 4 3 41 20 91
3] 5 0 8,8 3,6 17 9| 4 4 45 20 91
410 0 45 1,6 K 91 5 0 33 17 73
410 1 5,6 2,2 12 9| 5 1 37 17 74
410 2 6,8 3 14 9] 5 2 42 20 91
4 1 0 5,6 2,2 12 9| 5 3 46 20 91
4 1 1 6,8 3 14 9] 5 4 51 25 120
4 1 2 8 3,6 17 9] 6 0 38 17 74
4 | 2 0 6,8 3 15 9 6 1 43 20 91
41 2 1 8 3,6 17 9] 6 2 47 21 100
4 | 2 2 9,2 3,7 17 9| 6 3 53 25 120
41 3 0 8,1 3,6 17 9 | 7 0 44 20 91
4 | 3 1 9,3 45 18 9 | 7 1 49 21 100
4 1 3 2 10 5 20 9| 7 2 54 25 120
41 4 0 9,3 45 18 9 [ 7 3 60 26 120
4 | 4 1 K 5 20 9| 8 0 50 25 120
41 5 0 K 5 20 9| 8 1 55 25 120
4 1 5 1 12 56 22 9| 8 2 61 26 120
41 6 0 12 5,6 22 9| 8 3 68 30 140
510 0 6 2,5 14 9] 9 0 57 25 120
510 1 7.2 3,1 15 91 9 1 63 30 140
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Tabla 7. Numero mas probable por gramo de muestra e intervalos de confianza del 95 %,
utilizando 10 tubos con 0,1; 0,01y 0,001 g de muestra.

No. Tubos Limite de No. tubos Limite de
Positivos NMP/g confianza positivos NMP/g confianza
0,110,01 (0,001 Inferior | Superior § 0,1 | 0,01 | 0,001 Inferior | Superior
510 2 8,5 3,6 17 9] 9 2 70 30 140
510 3 9,8 45 18 0] 0 0 23 1 44
5 1 0 7,3 3,1 15 0] 0 1 27 12 50
5 1 1 8,5 3,6 17 017 0 2 31 14 58
5 1 2 9,8 45 18 0] 0 3 37 17 73
5 1 3 K 5 21 0] 1 0 27 12 57
5| 2 0 8,6 3,6 17 0] 1 1 32 14 61
5] 2 1 9,9 45 18 0] 1 2 38 17 74
51 2 2 K 5 21 0] 1 3 44 20 91
5] 3 0 10 45 18 0] 1 4 52 25 120
51 3 1 K 5 21 0] 2 0 33 15 73
513 2 13 56 23 0] 2 1 39 17 79
5] 4 0 K 5 21 0] 2 2 46 20 91
51 4 1 13 56 23 0] 2 3 54 25 120
51 4 2 14 7 26 0] 2 4 63 30 140
51 5 0 13 6,3 25 01 3 0 40 17 91
515 1 14 7 26 0] 3 1 47 20 100
5] 6 0 14 7 26 0] 3 2 56 25 120
6| 0 0 7,8 3,1 17 0] 3 3 66 30 140
6 | 0 1 9,2 3,6 17 0] 3 4 77 34 150
6 | 0 2 K 5 20 0] 3 5 89 39 180
6|0 3 12 5,6 22 0] 4 0 49 21 120
6 1 0 9,2 3,7 18 0] 4 1 59 25 120
6 1 1 1 5 21 0] 4 2 70 30 150
6 1 2 12 5,6 22 0] 4 3 82 38 180
6 1 3 14 7 26 0] 4 4 94 44 180
6 | 2 0 K 5 21 0] 4 5 110 50 210
6 | 2 1 12 5,6 22 0] 5 0 62 26 140
6 | 2 2 14 7 26 0] 5 1 74 30 150
6 | 2 3 15 74 30 0] 5 2 87 38 180
6 | 3 0 12 56 23 0] 5 3 100 44 180
6 | 3 1 14 7 26 0] 5 4 110 50 210
6 | 3 2 15 7.4 30 0] 5 5 130 57 220
6| 4 0 14 7 26 0] 5 6 140 70 280
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Tabla 7. Numero mas probable por gramo de muestra e intervalos de confianza del 95 %,
utilizando 10 tubos con 0,1; 0,01y 0,001 g de muestra.

No. Tubos Limite de No. tubos Limite de
Positivos NMP/g confianza positivos NMP/g confianza
0,110,01 (0,001 Inferior | Superior § 0,1 | 0,01 | 0,001 Inferior | Superior
6 | 4 1 15 74 30 0] 6 0 79 34 180
6| 4 2 17 9 34 0] 6 1 94 39 180
6 | 5 0 16 74 30 0] 6 2 110 50 210
6 | 5 1 17 9 34 0] 6 3 120 57 220
6 | 5 2 19 9 34 0] 6 4 140 70 280
6 | 6 0 17 9 34 0] 6 5 160 74 280
6| 6 1 19 9 34 0] 6 6 180 91 350
6 | 7 0 19 9 34 01 7 0 100 44 210
710 0 10 45 20 01 7 1 120 50 220
71 0 1 12 5 21 0] 7 2 140 61 280
710 2 13 6,3 25 01 7 3 150 73 280
7] 0 3 15 1,2 28 0] 7 4 170 91 350
7 1 0 12 5 22 01 7 5 190 91 350
7 1 1 13 6,3 25 0] 7 6 220 100 380
7 1 2 15 7,2 28 0] 7 7 240 110 480
7 1 3 17 7,7 31 01 8 0 130 60 250
71 2 0 13 6,4 26 0] 8 1 150 70 280
71 2 1 15 7.2 28 0] 8 2 170 80 350
71 2 2 17 1,7 31 0] 8 3 200 90 350
71 2 3 19 9 34 0] 8 4 220 100 380
71 3 0 15 7,2 30 0] 8 5 250 120 480
7] 3 1 17 9 34 0] 8 6 280 120 480
71 3 2 19 9 34 0] 8 7 310 150 620
7] 3 3 21 10 39 0] 8 8 350 150 620
71 4 0 17 9 34 01 9 0 170 74 310
7| 4 1 19 9 34 0] 9 1 200 91 380
7| 4 2 21 10 39 0] 9 2 230 100 480
71 4 3 23 K 44 01 9 3 260 120 480
71 5 0 19 9 34 0] 9 4 300 140 620
715 1 21 10 39 01 9 5 350 150 630
71 5 2 23 K 44 0] 9 6 400 180 820
71 6 0 21 10 39 01 9 7 460 210 970
716 1 23 K 44 01 9 8 530 210 970
7] 6 2 25 12 46 0] 9 9 610 280 1300
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Tabla 7. NUmero mas probable por gramo de muestra e intervalos de confianza del 95 %,
utilizando 10 tubos con 0,1; 0,01y 0,001 g de muestra.
No. Tubos Limite de No. tubos Limite de
Positivos NMP/g confianza positivos NMP/g confianza
0,110,01 (0,001 Inferior | Superior § 0,1 | 0,01 | 0,001 Inferior | Superior
717 0 23 11 44 10 | 10 0 240 110 480
7| 7 1 26 12 50 10 | 10 1 290 120 620
81 0 0 13 5,6 25 10 | 10 2 350 150 820
81 0 1 15 7 26 10 ] 10 3 430 180 970
81 0 2 17 7,5 30 10 | 10 4 540 210 1300
81 0 3 19 9 34 10 | 10 5 700 280 1500
8 1 0 15 7,1 28 10 | 10 6 920 350 1900
8 1 1 17 7,7 31 10 | 10 7 1200 480 2400
8 1 2 19 9 34 10 ] 10 8 1600 620 3400
8 1 3 21 10 39 10 | 10 9 2300 810 5300
10 ] 10 10 | >2300 | 1300
Bacteriological Analytical Manual, FDA, 8th Edition, Revision A, 1998. Actualizacion diciembre 2003

Tabla No. 8 Numero mas probable (NMP) por 100 ml de muestra inoculando tubos de cada
una de tres diluciones geométricas

Tubos Positivos

Tubos Positivos

Tubos Positivos

Tubos Positivos

10 1m 01 NMP 10 1ml 01 NMP 10 1ml 01 NMP 10 1ml 0,1 NMP
] mi ml mi ml 1] ml ml
0 0 0 <3 1 0 0 3,6 2 0 0 9,1 3 0 0 23
0 0 1 3 1 0 1 72 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 1 1 1 3 19 2 1 3 34 3 1 3 160
0 2 0 6,2 1 2 0 11 2 2 0 21 3 2 0 93
0 2 1 9,3 1 2 1 15 2 2 1 28 3 2 1 150
0 2 2 12 1 2 2 20 2 2 2 35 3 2 2 210
0 2 3 16 1 2 3 24 2 2 3 42 3 2 3 290
0 3 0 9,4 1 3 0 16 2 3 0 29 3 3 0 240
0 3 1 13 1 3 1 20 2 3 1 36 3 3 1 460
0 3 2 16 1 3 2 24 2 3 2 44 3 3 2 1100
0 3 3 19 1 3 3 29 2 3 3 53 3 3 3 >1100
Referencia: Recommended Procedures for the Examination of Sea Water and Shellfish. Fourth

Edition 1970. APHA. New York.
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CALCULO APROXIMADO DEL NMP Y 95% DE LIMITE DE CONFIANZA

Debido a la inherente complejidad para calcular los limites de confianza del NMP lo mas comdn
es el uso de tablas. Generalmente estas tablas estan limitadas al uso de 3, 5 y 10 tubos por
dilucién, incluso usando un método aceptado, pueden presentarse datos irregulares o accidentes
de laboratorio que causan pérdida de 1 o mas tubos de dilucion. 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 pequefas, esta formula no debe
ser aplicada para fines de regulacion. La férmula no restringe el nimero de tubos o las diluciones
y puede aplicarse para todo tipo de pruebas. El calculo aproximado de Thomas esta dado por la
siguiente ecuacion:

NMP/g = P/(N )12

Donde: P es el nimero 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 (g) No. DE TUBOS No. DE TUBOS POSITIVOS
8 S S
4 5 4
2 5 2
1 5 0
0,5 5 1
0,25 S 0

El nimero de tubos positivos es:

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

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

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

Los limites de confianza del 95% estimados, pueden obtenerse del antilogaritmo de base 10 con
la siguiente ecuacion:
log (NMP/g) £1,078 [(log a)/n ]2

Log (NMPI/g) £ (1,96) (0,55)
Donde: a es el radio de dilucion 2y
n es el numero de tubos por dilucion.

Para el ejemplo anterior el NMP con n = 5 y un limite de confianza aproximado de 95% sera el
siguiente:
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11.

12.

13.

log 0,32 + (1,078)[(log a)/n |12
= -0,495 + 0,265

Entonces el limite inferior es el antilogaritmo (-0,76) = 0,17/g 0 17/100 g y el limite superior 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.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Expresar en NMP/g o ml para alimentos, NMP/100g para moluscos bivalvos y NMP/100 ml para
agua.

Cuando se obtienen resultados negativos (ausencia de gas en los tubos), informar el limite de
deteccion que corresponde a menos de una vez el valor mas bajo del NMP de la tabla utilizada,
excepto en los casos de agua para uso y consumo humano que por acuerdo internacional se
informa como “No detectable” o0 “ND”

MEDIDAS DE SEGURIDAD

= Usar bata de laboratorio.

= Lavarse las manos antes y después del analisis.

= Utilizar lentes de proteccidn cuando se incida la luz ultravioleta sobre los tubos.

= Descontaminar el material después de su uso de acuerdo a los procedimientos

correspondientes.

MEDIDAS DE CONTROL DE CALIDAD

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

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

13.3 Registrar las temperaturas de incubacion con termometros verificados
13.4 Pesar la muestra en balanza calibrada y verificada.

13.5 Verificar el ciclo de esterilizacion de autoclaves con indicador biologico y termdmetro de
maximas calibrado o verificado.

13.6 Verificar el ciclo de esterilizacion de hornos con indicador biologico.

13.7 Realizar control de medios de cultivo con cepas tipo (evaluacion biolégica) y evaluacién
fisica.

13.8 Realizar control ambiental por el método de sedimentacion.
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14.  VALIDEZ DE LA PRUEBA

Si el crecimiento de los controles no es caracteristico la prueba se invalida
Cuando todos los tubos de la menor dilucion sean positivos y todos los tubos de la dilucion mayor
sean negativos o la combinacién de ambos.
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COMISION DE CONTROL ANALITICO Y AMPLIACION DE COBERTURA SALUD

CONTROL DE CAMBIOS DE DOCUMENTOS DEL SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD

SECRETARIA
DE SALUD

Revision No:
8

Fecha de emision:
2011-11-25

METODO DE PRUEBA PARA LA ESTIMACION DE LA DENSIDAD
MICROBIANA POR LA TECNICA DEL NUMERO MAS PROBABLE
(NMP), DETECCION DE COLIFORMES TOTALES, COLIFORMES

CLAVE:

CCAYAC-M-004

FECALES Y Escherichia coli

FECHA: 2009-08-28 |

REVISION: 7 | CLAVE: CCAYAC-M- 004

PAGINA

NUMERAL O
PARRAFO

CAMBIOS:

1 1

De:

Establecer la metodologia para la estimacion de la densidad de
bacterias por la técnica del numero mas probable presentes en
muestras de alimentos y especificamente de coliformes totales,
coliformes fecales y Escherichia coli.

A:

Establecer la metodologia para la estimacion de la densidad de
Coliformes Totales, Coliformes Fecales y Escherichia coli por la técnica
del numero mas probable presentes en muestras de alimentos y agua.

Este método es aplicable a—cualquier—grupo—bacteriano—de—interés

sanitario;-para la deteccidn de coliformes totales, coliformes fecales y
Escherichia coli, especialmente en productos que se encuentran en
bajas concentraciones de microorganismos (< 108 UFC/g o ml)
Ejemplo: Leche, agua, y para aquellos alimentos cuyas caracteristicas
particulares puedan interferir en la exactitud de la cuenta de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC).

Se modifica la redaccion de todo el numeral, incluyendo introduccion y
fundamento general de método de deteccién de coliformes totales,
fecales y E. coli.

Balanza con re-mener capacidad adecuada y sensibilidad de 0,1 g

Se eliminan los asterisco de Espatulas, Cucharas, Cuchillos, Pinzas

Decia: condiciones ambientales
Dice: Condiciones de prueba

Se modifica la estructura del documento pasando "ESTIMACION DE
LA DENSIDAD MICROBIANA POR LA TECNICA DE NMP vy
CALCULO APROXIMADO DEL NMP Y 95% DE LIMITE DE
CONFIANZA” al numeral 10 correspondiente a calculos, con lo que
cambia la numeracién de todo el numeral 9

11 9.1B1

De cada tubo que muestre formacion de gas, tomar una asada y
sembrar en un numero igual de tubos con el medio indicado para la
prueba confirmativa; para bacterias coliformes totales, utilizar el caldo
verde brillante lactosa bilis y para coliformes fecales utilizar caldo EC.

A , I " i I <l
2-5—cm—de—profundidad: Inocular en tubos de caldo EC un control

positivo de Escherichia coli y un control negativo de Enterobacter
aerogenes e incubar con las muestras.
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8
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18 Ejemplo 2-C | Decia 208-Dice: 18
20 Tabla 2 Se modifica para las combinaciones
5 5 4 >1600
5 5 5 >1600
30 14 Se agrega: Si el crecimiento de los controles no es caracteristico la
prueba se invalida
32 15.1 : Bacteriologica
A: Bacteriological Analytical Manual, (version en linea, Sep. 2011), Chapter 4,
Enumeration of Escherichia coli and the Coliform Bacteria, 2002. Peter Feng, Stephen
D. Weagant, Michael A. Grant.
Todo el Todo el Donde dice:
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