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CUENTA DE BACTERIAS AEROBIAS EN PLACA

Propésito del examen

El propésito de esta técnica consiste en contar las colonias, que se
desarrollan en el medio de eleccién después de un cierto tiempo y
temperaturas de incubacion, presuponiendo que cada colonia

proviene de un microorganismo de la muestra bajo estudio.

Principio y método del
procedimiento utilizado

para el examen

La cuenta en placas es la técnica comunmente utilizada cuando se
requiere investigar el contenido de microorganismos viables en un
alimento (NOM-092-SSA1-1994).

La cuenta en placa inicial con una dilucion primaria con el objeto de
distribuir los mas uniformemente posible los microorganismos
contenidos en la muestra destinada para el analisis.

Agregando reactivos como el TTC el cual sirve como indicador por
medio de la utilizacién de la glucosa dando a las colonias un vire de
color rojo las cuales serna contadas sin importar tamafio, o

intensidad de color en un rango 6ptimo de 25 a 250 UFC/ml.

Caracteristicas de

desempefio

No aplica

Tipo de muestra

Alimentos
Se tomaran con las pinzas utilizadas para su distribucién, y se
colocaran en bolsas o recipientes estériles para su transporte al

laboratorio.

Preparacion del

paciente

No aplica

Tipo de contenedor y

aditivos

Ver MAN-TM-01

Equipo y reactivos

requeridos

Incubadora
Mechero

Balanza granataria
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Balanza analitica
Autoclave

Bafio maria
Matraz Erlenmeyer
Parrilla eléctrica
Propipetero
Pipetas

Vasos de vidrio
Abatelenguas

Reactivos
Agar para métodos estandar (triptona-extracto de levadura)

Cloruro de trifeniltetrazolio (TTC)

Controles ambientales

y de seguridad

El personal del area debe utilizar los implementos de bioseguridad
como son: bata de laboratorio, guantes, lentes de seguridad y cubre

bocas cuando sean manejadas las muestras microbiol6gicas.

Los cultivos generados en el procedimiento son considerados
biolégico- infecciosos y deben depositarse en bolsa roja, previamente
identificada como cepas y cultivos. Ref. MAN-SH-01, MAN-RPBI-01.

Procedimientos de

No aplica
calibracion
Preparacion del medio de cultivo.
1) Se realiza previo a obtencion de las muestras, suspender el
medio deshidratado en un litro de agua o los mililitros
Pasos del

procedimiento

correspondientes a los gramos a preparar hervir hasta su
disolucién.
2) Una vez homogéneo se esteriliza en autoclave a 121°C

durante 15 minutos.
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3) Al momento de usar, enfriar el medio a 45°C en bafio de agua

y mantenerlo a esa temperatura hasta su uso.
4) Todo material que tendrd contacto con las muestras o los

microorganismos deberan estar previamente estériles.

Preparacion y dilucion de las muestras.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Muestras solidas o semisolidas, pesar 10.0 gramos de la
muestra por analizar en un recipiente o bolsa plastica estéril
de tamafo adecuado.

Adicionar un volumen de 90 mL del diluyente, segun sea el
caso llevado a una temperatura similar a la de la muestra esta
sera la dilucién primaria 1:10.

Agitar frecuentemente para homogenizar las muestras hasta
obtener una suspensién completa.

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

Transferir 1.0 mL o un mdultiplo de la dilucién primaria, a otro
recipiente que contenga nueve volimenes del diluyente
estéril evitando contacto entre la pipeta y el diluyente. Si se
toma 1.0 mL de muestra en 9.0 mL de diluyente, so obtendra
una dilucién 1:100.

La seleccion de las diluciones a preparar, asi como de
aquellas que se van a inocular, depende del numero
esperado de microorganismos en la muestra, con base a
resultados de andlisis previos y de la informacién que se
obtenga al recolectar la muestra, en ausencia total de
informacion, trabajar con las diluciones de la primera a la

sexta.
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7) Utilizar pipetas diferentes para cada dilucion inoculando

simultdneamente las cajas seleccionadas. El volumen
transferido debe ser el 10% de la capacidad total de la pipeta.

8) Al tener las cajas rotuladas en la parte de las tapas y con la
muestra dentro y una caja sin muestra que servira de testigo
de esterilidad, adicionar una gota de TTC, se procede a
agregar de 12 a 15 ml del medio preparado, mezclarlo
mediante 6 movimientos de derecha a izquierda, 6 en el
sentido de las manecillas del reloj, 6 en sentido contrario y 6
de atrds a adelante, sobre una superficie lisa y horizontal
hasta lograr una completa incorporacién del inéculo en el
medio; cuidar que el medio no moje la cubierta de las cajas.
Dejar solidificar.

9) Incubar las cajas a temperatura de 35 + 2°C durante 24 h.

10) Seleccionar aquellas cajas que tengan entre 25 a 250 UFC,

para disminuir el error en la cuenta.

Procedimientos de

control de calidad

No exceder mas de 20 minutos de tiempo desde que se coloco el

diluyente al alimento hasta que se adiciona en las cajas con medio

de cultivo.

Interferencias No aplica
Principios del

procedimiento parael | No aplica

calculo de resultados

Intervalos de referencia
bioldgica o valores de

decision clinica

<150,000 UFC/mI *Los criterios microbiolégicos reportados en este formato, tienen
un caracter orientativo y corresponden a la NOM-093-SSA1-1994 la cual ha sido cancelada
y sustituida por la NOM-251-SSA1-2009 “Practicas de higiene para el proceso de alimentos,
bebidas o suplementos alimenticios”, en la cual no se anexan dichos criterios. Por lo tanto la
interpretacién de los limites microbioldgicos en los resultados emitidos por el Laboratorio,
quedan a criterio y responsabilidad del solicitante.
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Intervalo reportable de
los resultados del

examen

No aplica

Instrucciones para
determinar los
resultados

cuantitativos

Se determina mediante las diluciones realizadas a dicha muestra y

se cuantifican las cajas que contengan entre 25y 250 UFC/mL.

Valores de alerta o

criticos

No aplica

Interpretacién clinica

del laboratorio

La cuenta de bacterias aerobias en placa permite estimar la cantidad
de microorganismos presentes en un alimento, no se pretende
detectar todos los microorganismos presentes, pero el medio de
cultivo, las condiciones de temperatura y la presencia de oxigeno,
permiten seleccionar grupos de bacterias cuya presencia es
importante en diferentes alimentos las cuales son indicadores de la
poblacién presente en una muestray, por lo tanto, de la higiene con

gue ha sido manejado el producto.

Fuentes potenciales de

variacion

La temperatura de la incubadora debe permanecer entre 35° y 38°C,
ya que puede ser una fuente de variabilidad en el crecimiento de los

microorganismos.

Referencias

NOM-251-SSA1-2009 “Practicas de higiene para el proceso de
alimentos, bebidas o suplementos alimenticios”
NOM-092-SSA1-1994 “Bienesy servicios. Método para la cuenta de

bacterias aerobias en placa”
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CUENTA EN PLACA DE BACTERIAS

Realizar diluciones decimales empleando tubos con 9.0 mL de

G 1.0 mL 1.0 mL 1.0 mL
e
/’ Y . .
| ) .
\\ 10 l 10 l 10 l o
Homagenizar

:Ei:;t::fnde con 90.0 mL de \
condiciones solucion

de asepsia diluyente -":,;\W F:\ ﬁ ,_,_:_::“
KA AR A

Depositar 1.0 ml da cada diluion en
cajas de Peiri estériles por duplicado
Adicionar de 15 a 20 mL de agar
triplona extracto de levadura

fundido v enfriado a 45°C en W
PV N VRN PN PN
(= ) =) e —
r/‘ e e e e
Homogenegizar la ¥ — Te— T—
muestra y el agar
mediante Incubar las cajas en
posicidn invertida T
":; A37Cpor2aas8h F;""._““« Contar aquellas placas que
@ _J,) {‘:‘h—_’/ tengan entre 25 & 250
- . aaa colonias y reportar como
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CUENTA DE BACTERIAS COLIFORMES TOTALES EN PLACA

Propésito del examen

El grupo de los microorganismos coliformes es el mas
ampliamente utilizado en microbiologia de los alimentos como
indicador de practicas higiénicas adecuadas, el método
permite determinar el nUmero de microorganismos coliformes
presentes en una muestra, utilizando un medio selectivo

(Agar de bilis rojo y violeta).

Principio y método del
procedimiento
utilizado para el

examen

La demostracion y la cuenta de microorganismos coliformes,
puede realizarse mediante el empleo de medios de cultivo
liquido o solido con caracteristicas diferenciales o selectivas.
Para la cuenta en placa se usa el agar de bilis rojo y violeta
(ABRV).

Los coliformes resisten la presencia de bilis en el medio de
cultivo; cuando se desarrollan en ABRV, el acido producido
por la fermentacion de la lactosa, ocasiona el vire del
indicador rojo neutro y la precipitacion de las sales biliares por
lo que las colonias son color rojo oscuro y generalmente estan
rodeadas de un halo de sales biliares precipitadas, de color
rojo claro o rosa. La posibilidad de contar las colonias se

fundamenta en su dispersion y separacion.

Caracteristicas de

desempefio

No aplica

Tipo de muestra

Alimentos
Se tomaran con las pinzas utilizadas para su distribucion, y
se colocaran en bolsas o recipientes estériles para su

transporte al laboratorio.
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Preparacion del

paciente

No aplica

Tipo de contenedor y

aditivos

Ver MAN-TM-01

Equipo y reactivos

regueridos

Incubadora
Mechero

Balanza granataria
Balanza analitica
Autoclave

Bafio maria
Matraz Erlenmeyer
Parrilla eléctrica
Propipetero
Pipetas

Vasos de vidrio

Abatelenguas

Reactivos
Agar de bilis y rojo violeta

Controles ambientales

y de seguridad

muestras microbiologicas.

SH-01, MAN-RPBI-01.

El personal del area debe utilizar los implementos de
bioseguridad como son: bata de laboratorio, guantes, lentes

de seguridad y cubre bocas cuando sean manejadas las

Los cultivos generados en el procedimiento son considerados
bioldgico- infecciosos y deben depositarse en bolsa roja,

previamente identificada como cepas y cultivos. Ref. MAN-

Procedimientos de

calibracion

No aplica
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Pasos del

procedimiento

Preparacion del medio de cultivo.

1) Se realiza previo a obtencién de las muestras, suspender
el medio deshidratado en un litro de agua o los mililitros
correspondientes a los gramos a preparar hervir hasta su
disolucion.

2) Una vez homogéneo se esteriliza en autoclave a 121°C
durante 15 minutos.

3) Al momento de usar, enfriar el medio a 45°C en bafo de
agua y mantenerlo a esa temperatura hasta su uso.

4) Todo material que tendra contacto con las muestras o los
microorganismos deberan estar previamente estériles.

Preparacion y dilucion de las muestras.

1) Muestras solidas o semisélidas, pesar 10.0 gramos
dela muestra por analizar en un recipiente o bolsa plastica
estéril de tamafio adecuado, en el caso de aguas
preparadas se tomara directamente de la muestra sin
realizar diluciones.

2) Adicionar un volumen de 90 mL del diluyente, segun
sea el caso llevado a una temperatura similar a la de la
muestra esta sera la dilucion primaria 1:10.

3) Agitar frecuentemente para homogenizar las muestras
hasta obtener una suspension completa.

4) Permitir que las particulas grandes se sedimenten, y
transferir la cantidad deseada (alicuota), tomando las
capas superiores de la suspension.

5) De la alicuota tomada distribuir en las placas
previamente rotuladas y agregar el medio de cultivo con
la técnica de vaciado en placa y una caja sin muestra que
servira de testigo de esterilidad, se procede a agregar de

12 a 15 ml del medio preparado, mezclarlo mediante 6
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movimientos de derecha a izquierda, 6 en el sentido de
las manecillas del reloj, 6 en sentido contrario y 6 de atras
a adelante, sobre una superficie lisa y horizontal hasta
lograr una completa incorporacion del in6culo en el medio;
cuidar que el medio no moje la cubierta de las cajas. Dejar
solidificar.

6) Incubar las cajas a temperatura de 35 + 2°C durante
24 h.

7) Seleccionar aquellas cajas que tengan entre 25 a 250

UFC, para disminuir el error en la cuenta.

Procedimientos de

control de calidad

No exceder mas de 20 minutos de tiempo desde que se
colocé el diluyente al alimento hasta que se adiciona en las

cajas con medio de cultivo.

Interferencias No aplica
Principios del
procedimiento para No aplica

calculo de resultados

Intervalos de
referencia biolégica o
valores de decision

clinica

<10 totales en muestras solidas y semisolidas.

<100 totales en aguas preparadas. *Los criterios microbioldgicos
reportados en este formato, tienen un caracter orientativo y corresponden a
la NOM-093-SSA1-1994 la cudl ha sido cancelada y sustituida por la NOM-251-
SSA1-2009 “Practicas de higiene para el proceso de alimentos, bebidas o
suplementos alimenticios”, en la cual no se anexan dichos criterios. Por lo tanto la
interpretacién de los limites microbioldgicos en los resultados emitidos por el

Laboratorio, quedan a criterio y responsabilidad del solicitante.

Intervalo reportable de
los resultados del

examen

No aplica
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Instrucciones para

determinar los

Se determina mediante las diluciones realizadas a dicha

muestra y se cuantifican las cajas que contengan entre 15y

resultados 150 UEC/mL.
cuantitativos
Valores de alerta o .
No aplica

criticos

Interpretacion clinica

del laboratorio

para:

El uso de coliformes como indicador sanitario puede aplicarse

La deteccién de practicas sanitarias deficientes en el
manejo y en la fabricacién de los alimentos.

La evolucién de la calidad microbiolégica de un
producto, aunque su presencia no necesariamente
implica un riesgo sanitario.

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

La demostracion y la cuenta de microorganismos
coliformes, puede realizarse mediante el empleo de
medios de cultivo solidos con caracteristicas

diferenciales o selectivas.

Fuentes potenciales de

variacion

La temperatura de la incubadora debe permanecer entre 35°
y 38°C, ya que puede ser una fuente de variabilidad en el

crecimiento de los microorganismos.

Referencias

NOM-113-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método para la
cuenta de microorganismos coliformes totales en placa
NOM-251-SSA1-2009 “Practicas de higiene para el proceso

de alimentos, bebidas o suplementos alimenticios”
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DETERMINACION DE COLIFORMES TOTALES POR CUENTA EN PLACA

Realizar diluciones decimales empleando tubos con 9.0 mL de
1.0mL 1.0mL

& |-
. — — —
/

10° 10? 10° 10°
Homogeneizar \ J J J

Pesar 10 g de la muestra con
muestra en 90.0 mL de

= Tooos-

Depositar 1.0 mL de cada dilucién en
cajas de Petri estériles por duplicado

SISISI=E
Incubar las cajas

en posicion
invertida
| Contar aquellas placas que tengan
entre 15 a 150 colonias y reportar

24 h/37°C como UFC/g o mL de muestra

Adicionar de 15 a 20 mL de agar
bilis rojo violeta fundido y
enfriado a 45°C en cada placa

Homogeneizar la muestra
con el agar haciendo
movimientos rotatorios
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DETERMINACION DE BACTERIAS COLIFORMES. TECNICA DEL

NUMERO MAS PROBABLE.

Propésito del examen

Las bacterias coliformes son un grupo heterogéneo compuesto
por varios. Existe poca evidencia que indique que estas
bacterias coliformes pertenezcan a un solo género taxonémico.
El método se basa en que las bacterias coliformes fermentan la
lactosa, produciendo &cido y gas el cual se manifiesta en

campanas de fermentacion.

Principio y método del
procedimiento utilizado

para el examen

El nimero de microorganismos se establece mediante la técnica
del nimero mas probable o también llama técnica de dilucion en
tubo, proporciona una estimacion estadistica de la densidad
microbiana presente con base a que la probabilidad de obtener
tubos con crecimiento positivos disminuye conforme es menor el
volumen de muestra inoculado.

Y al utilizar altas temperaturas en el bafio de agua y el medio

confirmatorio se establece la presencia de coliformes fecales

termoresitentes.
Caracteristicas de :
No aplica
desempefio
Alimentos.

Tipo de muestra

Se tomaran con las pinzas utilizadas para su distribucion, y se
colocaran en bolsas o recipientes estériles para su transporte al

laboratorio.

Agua.
Se tomara en vaso estériles, limpiando con alcohol al 70% y una

gasa la llave de la tarja y se deja correr por 5 a 10 segundo el
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agua para su recoleccién, en el caso de ser necesario utilizar

tiosulfato de sodio para inhibir los agentes clorados.

Hielo.

Utilizar el cucharon o las pinzas utilizadas en el hielo, y tomar en
vasos estériles por duplicado para asegurar que al
descongelarse el agua sea suficiente al inocular los tubos.

Preparacion del

paciente

No aplica

Tipo de contenedor y
aditivos

Ver MAN-TM-01

Equipo y reactivos

regueridos

Incubadora

Mechero

Balanza granataria
Balanza analitica
Autoclave

Bafio maria

Matraz Erlenmeyer

Parrilla eléctrica
Propipetero

Pipetas

Vasos de vidrio
Abatelenguas

Campanas de durham
Tubos de cultivo

Reactivos

Caldo lauril sulfato de sodio
Caldo lactosa lauril verde brillante

Caldo para Escherichia coli (EC)
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Controles ambientales
y de seguridad

El del area debe utilizar los

bioseguridad como son: bata de laboratorio, guantes, lentes de

personal implementos de
seguridad y cubre bocas cuando sean manejadas las muestras
microbiol6gicas.

Los cultivos generados en el procedimiento son considerados
biolégico- infecciosos y deben depositarse en bolsa roja,
previamente identificada como cepas y cultivos. Ref. MAN-SH-
01, MAN-RPBI-01.

Procedimientos de

calibracion

No aplica

Pasos del

procedimiento

Para agua potable y hielo.

1) Agitar la muestra.

2) Transferir a volumenes de 10 mL de muestra a cada uno de
los 5 tubos con 10ml de caldo lauril sulfato de sodio de mayor
concentraciony 1 mL y 0.1 mL de muestra a cada uno de los
tubos de las series de 5 respectivamente con 10 mL de caldo
lauril sulfato a concentracion sencilla.

3) Incubar los tubos a 35°C. examinar a las 24 horas y observar

la presencia o formacién de gas, si no se observa en ese

tiempo incubar por 24 horas mas.

Prueba para coliformes totales.

De cada tubo que muestre formacion de gas, tomar una asada y
sembrar en un nimero igual de tubos con medio de confirmacion
caldo lactosa lauril verde brillante, incubar a 35°C por 24 horas

0 su prolongacion a 48 horas en el caso de no observar gas.

Prueba confirmativa para coliformes fecales.
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De cada tubo que muestre formacion de gas, tomar una asada y
sembrar en un numero igual de tubos con medio de confirmacion
caldo EC (Caldo para Escherichia coli), incubar en bafio de agua
a temperatura de 44.5°C durante 24 horas o su prolongacién a
las 48 horas en caso de no observar la presencia de gas.

Para alimentos.

1) Preparar 9 tubos de caldo lauril sulfato de sodio cada uno
con 10 mL a concentracion sencilla.

2) Tomar la primera dilucion del buffer de fosfatos preparada
previamente para la cuenta de mesofilicos en placa, e
inocular los primeros tres tubos agregando 1 mL de muestra
posteriormente agregar 1 mL a un tubo de 9 mL de buffer de
fosfatos para realizar una dilucién 1:100 y agregar a los
segundos 3 tubos, para finalizar agregar 1 mL de la muestra
de la dilucién 1:100 a un tubo con 9 mL de buffer para realizar
la dilucion 1:1000 e inocular la tltima serie de 3 tubos.

3) Incubar a 35°C. examinar a las 24 horas y observar la

presencia de gas, si no se observa incubar por 24 horas mas.

Prueba confirmatoria para confirmes fecales.

De cada tubo que muestre formacion de gas, tomar una asada y
sembrar en un nimero igual de tubos con medio de confirmacion
caldo EC (Caldo para Escherichia coli), incubar en bafio de agua
a temperatura de 45.5°C durante 24 horas o su prolongacion a
las 48 horas en caso de no observar la presencia de gas.
Opcional se puede agregar una gota de indol para confirmar la

presencia de coliformes fecales.
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Procedimientos de

control de calidad

No exceder mas de 20 minutos de tiempo desde que se coloco
el diluyente al alimento hasta que se adiciona en las cajas con

medio de cultivo.

Interferencias

No aplica

Principios del
procedimiento para el
célculo de resultados

Tomar la serie de tubos de la prueba confirmativa que de
formacion de gas después del periodo de incubacion requerido
y buscar el NMP en los cuadros correspondientes ubicados en
el manual de la NOM-112-SSA1-1994.

Intervalos de referencia
bioldgica o valores de

decision clinica

<3 fecales.

Intervalo reportable de
los resultados del

examen

No aplica

Instrucciones para
determinar los
resultados

cuantitativos

No aplica

Valores de alerta o

criticos

No aplica

Interpretacion clinica

del laboratorio

Al observar la presencia de acido y gas en las prueba presuntiva
se establece que existen otros microorganismos capaces de
realizar la fermentacion de la lactosa, por ende al realizar la
prueba confirmatoria y el aumento de la temperatura se
establece entonces la presencia de coliformes fecales lo cual
indicara un manejo deficiente hacia el producto y las malas

practicas de higiene del personal que maneja y distribuye estos.
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La temperatura de la incubadora debe permanecer entre 35° y

_ 38°C, ya que puede ser una fuente de variabilidad en el
Fuentes potenciales de o _ _
o crecimiento de los microorganismos.
variacion ~
Mantener la temperatura del bafio de agua estable ya que de

este dependera la presencia de los coliformes termo-resistentes.

NOM-112-SSA1-1994, Bienes y servicios. Determinacion de
bacterias coliformes. Técnica del nUmero mas probable.
NOM-251-SSA1-2009 “Practicas de higiene para el proceso de

alimentos, bebidas o suplementos alimenticios”

Referencias
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DETERMINACION DEL NMP DE COLIFORMES EN MUESTRAS SOLIDAS O ALIMENTOS

Pesar 10.0 g de muestra Homogenizar la muestra Realizar 2 diluciones decimales mas en
en condiciones de asepsia con 90.0 mL de solucion diluypnte tubos con 9.0 mL de solucion diluyente
G iomL =~ 10mL =
/ —_— o R Sembrar por triplicado
I % cada dilucion en tubos
o, de caldo lauril sulfato de
sodio (1X)
10 107 10°
| | . . - mm
35C
el S
Yoy WY QWY e §E Y P Wy
10" 1072 10° 107 107 10°
v Siembra con asa bacteriolégica de los tubos
TUbO.S con 10.0mL de CLSS concentracion positivos (produccion de gas) en caldo lactosa
sencilla (1X) + 1.0 mL de muestra verde brillante bilis 2% y caldo EC
IEE .. i3 ] L]
35C 445C
| B | BB f an Gl (ol
10 102 10" 102 10° 102 10 102
Tubos con 10.0 mL de Lectura de tubos positivos en Tubos con 10.0 mL de Lectura de tubos positivos en
Caldo Lactosa verde tablas. NMP de coliformes Caldo EC 0 EC-MUG tablas. NMP de coliformes
brillante bilis 2% \ totales /g de muestra Dobumentos (AMyD). Facultad de Quimica, U fecales /g de muestra.
Siembra de tubos positivos en
agar Mac Conkey para
busqueda de Escherichia coli
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DETERMINACION DEL NMP DE COLIFORMES EN AGUA Y HIELO POTABLES

3r°c

24-48h

[

Siembra con asa bacteriologica de los tubos

Tubos con 10.0 mL de caldo lauril sulfato 5 o
de sodio (CLSS) doble concentracion (2X) CLSS +20.0mL de muestra 52:&2"3;"(:;?:;3%02'1;3 g:lsd)oegéaldo lactosa

| |

2 a 3 asadas/tubo 2 a 3 asadas/tubo

37°C 445°C
—_— SRR,
24-48h 24-48 h
Lectura de tubos positivos en Tubos con 10.0 mL de Lectura de tubos positivos en
I:Bgsl:;g:ao'&?;t % tablas. NMP de coliformes caldo EC 0 EC-MUG tablas. NMP de coliformes

brillante bilis 2% totales /100 ml de muestra fecales /100 n.1I de muestra.
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CUENTA DE MOHOS Y LEVADURAS EN ALIMENTOS

Propésito del examen

Los hongos y levaduras estdn ampliamente distribuidos en la
naturaleza y se pueden encontrar formando parte de la microbiota
normal de un alimento, 0 como agentes contaminantes y en los
equipos sanitizados inadecuadamente, provocando el deterioro
fisicoquimico de estos, debido a la utilizacién en su metabolismo
de los carbohidratos, acidos organicos, proteinas y lipidos
originando mal olor, alterando el sabor y el color en la superficie
de los productos contaminados.

El método se basa en inocular una muestra conocida en un medio
selectivo especifico, acidificado a un pH de 3,5 e incubando a
temperaturas de 25°C dando como resultado colonias

caracteristicas de estos microorganismos.

Principio y método del
procedimiento utilizado

para el examen

La cuenta en placa es el método ideal para la cuenta de hongos y
levaduras, al inocular una muestra de cantidad conocida de
muestra, en un medio de cultivo selectivo, aprovechando la
capacidad de estos microorganismos de utilizar nutrientes como
polisacaridos que contiene el medio. La hidrolisis de estos
compuestos se efectla por enzimas que posee este grupo
microbiano. La sobrevivencia de los hongos y levaduras a pH
acidos se pone en manifiesto al inocularlos en el medio de cultivo
acidificado a un pH de 3,5. Asi mismo, la acidificacion permite la
eliminacion de la mayoria de las bacterias. Finalmente, las
condiciones de aerobiosis y la incubacién a una temperatura de
25°C da como resultado el crecimiento de colonias caracteristicas

para este tipo de microorganismos.
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Caracteristicas de

desempefio

No aplica

Tipo de muestra

Alimentos

Se tomaran con las pinzas utilizadas para su distribucién, y se
colocaran en bolsas o recipientes estériles para su transporte al
laboratorio.

Preparacion del

paciente

No aplica

Tipo de contenedor y
aditivos

Ver MAN-TM-01

Equipo y reactivos

regueridos

Incubadora
Mechero

Balanza granataria
Balanza analitica
Autoclave

Bafio maria
Matraz Erlenmeyer
Parrilla eléctrica
Propipetero
Pipetas

Vasos de vidrio
Abatelenguas

Reactivos
Agar papa dextrosa (PDA)

Acido tartarico 10%

Controles ambientales

y de seguridad

El personal del area debe utilizar los implementos de bioseguridad

como son: bata de laboratorio, guantes, lentes de seguridad y
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cubre bocas cuando sean manejadas las muestras

microbiol6gicas.

Los cultivos generados en el procedimiento son considerados
biolégico- infecciosos y deben depositarse en bolsa roja,
previamente identificada como cepas y cultivos. Ref. MAN-SH-01,

MAN-RPBI-01.

Procedimientos de

calibracion

No aplica

Pasos del

procedimiento

Preparacion del medio de cultivo.
1) Se
suspender el medio deshidratado en un litro de agua o

realiza previo a obtencion de las muestras,
los mililitros correspondientes a los gramos a preparar
hervir hasta su disolucion.

2) Una vez homogéneo se esteriliza en autoclave a 121°C
durante 15 minutos.

3) Al momento de usar, enfriar el medio a 45°C en bafio de
agua y mantenerlo a esa temperatura hasta su uso en
este punto acidificar el medio con la concentracién
adecuada. Para cada 100 mL de medio se adicionan 14
mL de acido tartarico al 10%.

4) Todo material que tendrd contacto con las muestras o
los microorganismos deberan estar previamente

estériles.

Preparacion y dilucion de las muestras.

1) Muestras solidas o semisolidas, pesar 10.0 gramos de la
muestra por analizar en un recipiente o bolsa plastica

estéril de tamafio adecuado.
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2)

4)

5)

6)

7)

8)

Adicionar un volumen de 90 mL del diluyente, segin sea
el caso llevado a una temperatura similar a la de la muestra

esta sera la dilucion primaria 1:10.

3) Agitar frecuentemente para homogenizar las muestras

hasta obtener una suspension completa.

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

Transferir 1.0 mL o un mdltiplo de la dilucién primaria, a
otro recipiente que contenga nueve volumenes del
diluyente estéril evitando contacto entre la pipeta y el
diluyente. Si se toma 1.0 mL de muestra en 9.0 mL de
diluyente, so obtendra una dilucion 1:100.

La seleccién de las diluciones a preparar, asi como de
aquellas que se van a inocular, depende del nimero
esperado de microorganismos en la muestra, con base a
resultados de anadlisis previos y de la informacién que se
obtenga al recolectar la muestra, en ausencia total de
informacion, trabajar con las diluciones de la primera a la
sexta.

Utilizar pipetas diferentes para cada diluciéon inoculando
simultdneamente las cajas seleccionadas. El volumen
transferido debe ser el 10% de la capacidad total de la
pipeta.

Al tener las cajas rotuladas en la parte de las tapas y con
la muestra dentro y una caja sin muestra que servira de
testigo de esterilidad, se procede a agregar de 12 a 15 ml
del medio preparado, mezclarlo mediante 6 movimientos
de derecha a izquierda, 6 en el sentido de las manecillas

del reloj, 6 en sentido contrario y 6 de atras a adelante,
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sobre una superficie lisa y horizontal hasta lograr una
completa incorporacion del in6culo en el medio; cuidar que
el medio no moje la cubierta de las cajas. Dejar solidificar.
9) Incubar las cajas a temperatura de 25 + 2°C durante 3,4 6
5 dias h.
Seleccionar aquellas cajas que tengan entre 10 a 150 UFC, para

disminuir el error en la cuenta.

Procedimientos de

control de calidad

No exceder méas de 20 minutos de tiempo desde que se colocé el
diluyente al alimento hasta que se adiciona en las cajas con medio

de cultivo.
No aplica
Interferencias
Principios del
procedimiento para el | No aplica

calculo de resultados

Intervalos de referencia
bioldgica o valores de

decision clinica

<10 UFC/mL *Los criterios microbioldgicos reportados en este formato, tienen un
caracter orientativo y corresponden a la NOM-093-SSA1-1994 la cudl ha sido cancelada
y sustituida por la NOM-251-SSA1-2009 “Practicas de higiene para el proceso de
alimentos, bebidas o suplementos alimenticios”, en la cual no se anexan dichos criterios.
Por lo tanto la interpretacidn de los limites microbiolégicos en los resultados emitidos

por el Laboratorio, quedan a criterio y responsabilidad del solicitante.

Intervalo reportable de
los resultados del

examen

No aplica

Instrucciones para
determinar los
resultados

cuantitativos

Se determina mediante las diluciones realizadas a dicha muestra
y Contar las colonias de cada placa después de 3, 4y 5 dias de
incubacion. Después de 5 dias, seleccionar aquellas placas que
contengan entre 10 y 150 colonias. Si alguna parte de la caja

muestra crecimiento extendido de mohos o si es dificil contar
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colonias bien aisladas, considerar los conteos de 4 dias de
incubacion y aun de 3 dias. En este caso, informar el periodo de
incubacién de 3 o 4 dias en los resultados del andlisis.

Valores de alerta o

criticos

No aplica

Interpretacion clinica

del laboratorio

El realizar la cuenta en placa nos permite evaluar los mohos y
levaduras viables en las muestras de alimentos o incluso en los
indicando probable

equipos utilizados para su manejo,

contaminacioén o una mala sanitizacion.

Fuentes potenciales de

variacion

La temperatura de la incubadora debe permanecer entre 25° y
28°C, ya que puede ser una fuente de variabilidad en el
crecimiento de los microorganismos, también se puede dejar a

temperatura ambiente.

Referencias

NOM-251-SSA1-2009 “Practicas de higiene para el proceso de
alimentos, bebidas o suplementos alimenticios”
NOM-111-SSA1-1994, bienes y servicios. Método para la cuenta

de mohos y levaduras en alimentos.
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DETERMINACION DE MOHOS Y LEVADURAS EN ALIMENTOS

|

Pesar 10 g de
muestra en
condiciones

de asepsia

Adicionar de 15 a 20 mL de agar
papa dextrosa y/o agar extracto
de malta acidificados con 0.3
mL acido tartarico 10 %
enfriado a 45°C en cada placa

Homogeneizar la
muestra con el agar
mediante
movimientos
rotatorios

Homogenizar
con 90.0 mL de
solucion

A

!

1.0mL 1.0mL

—»

\ 10" l 102

S8

Depositar por duplicado 1.0 mL de
cada dilucion en cajas de Petri estériles

Incubar las cajas en
posicion invertida

— >
3,4 6 5dias
/
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Contar aquellas placas que tengan
entre 10 a 150 colonias de hongos
y/o levaduras y reportar por
separado como UFC/g o mL de
muestra, indicando tiempo de
incubacion
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No. No. Descripcion de la Revision Fecha de
Revision | Version Revision
0 0 Liberado 11/Enero/2018
1 1 Se anexaron las especificaciones de preparacién | 13/Mayo/2019

del paciente, tipo de contenedor y aditivos,
instrucciones para determinar los resultados
cuantitativos, se acomodd el manual conforme los
requerimientos en el apartado 5.5.3 de la norma
NMX-EC-15189-IMNC-2015
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