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1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Describir el papel que desempefa un Lic. en Bioquimica Diagndstica en el area de microbiologia
de alimentos para evaluar la inocuidad alimentaria mediante el seguimiento de normas oficiales
mexicanas en vigor dentro del laboratorio de microbiologia de la empresa “Quimiometria
alimentaria S. de R.L. de C.V.”

1.2 Objetivos particulares

- Describir mi experiencia profesional dentro de la empresa Quimiometria Alimentaria.
- Aplicar los conocimientos adquiridos a lo largo de la carrera dentro del campo laboral.
- Explicar los procedimientos analiticos empleados para el andlisis microbiol6gico de los

alimentos.
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2. Introduccidn

La seguridad alimentaria es un tema de salud publica en México que conlleva al monitoreo

microbioldgico de los alimentos para prevenir la transmision de enfermedades.

La microbiologia de los alimentos es una rama de la microbiologia que estudia a los

microorganismos que afectan la calidad higiénica del agua y de los alimentos. (Urzla, 2016 )

Los grupos microbianos pueden incluir varios géneros o especies. Desde el punto de vista
sanitario, Urzua (2016) los agrupa de la siguiente manera:

2.1. Grupos microbianos en los alimentos
Deterioradores

Aquellos que alteran las caracteristicas organolépticas del comestible, es decir, afectan la
textura, olor, sabor o color de los alimentos. Los principales grupos deterioradores son:

proteoliticos, lipoliticos, sacaroliticos, fermentadores, amiloliticos y pectinoliticos.
Patogenos

Son microorganismos que causan enfermedades. Entre los principales microoganismos
patdogenos se puede mencionar a las bacterias Salmonella, Shigella, Yersinia enterocolitica,
Escherichia coli, Vibrio, Campylobacter, Clostridium botulinum, Bacillus cereus, Listeria y

Brucella.
Indicadores

Son microorganismos que sugieren malas practicas sanitarias, tales como fuentes de
contaminacién indeseables o de otro tipo de accidentes durante el manejo del agua y los
alimentos. Los grupos indicadores mas importantes son bacterias mesofilas aerobias,

coliformes, mohos, levaduras, y Staphylococcus aureus.

La Norma Oficial Mexicana NOM-210-SSA1-2014. Rige los métodos de prueba microbiol4gicos

para la determinacién de microrganismos patdgenos e indicadores.
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Iniciadores

Estos corresponden a aquellos microrganismos que sirven para controlar el comienzo de los
procesos de fermentacion. Por ejemplo: Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus lactis,

Sacharomyces cereviceae, etc.

La norma que ayuda a la deteccion de hongos y levaduras es la Norma Oficial Mexicana nom-
111-SSA1-1994, bienes y servicios. Método para la cuenta de mohos y levaduras en alimentos.

Indiferentes

Son microorganismos normales del alimento, que generalmente no alteran al comestible ni

causan enfermedad al ingerirlos.

Hay microorganismos que pueden encontrarse a la vez en mas de una de las clasificaciones y
gue pueden llevar a una toxi-infeccion causada por alimentos, una enfermedad que resulta de
la ingestion de alimentos con una cierta cantidad de microorganismos causantes de
enfermedades, los cuales son capaces de producir o liberar toxinas una vez que son ingeridos.

Ejemplo: Vibrio cholerae causante del cOlera.

En general las fuentes de contaminacion son diversas entre las principales encontramos:
1. Salud de los animales

2. Ambiente

3. Transporte

4. Utensilios

5. Procesado

6. Ser humano (Rugama, 2010)

Cabe sefialar que los microorganismos como ya se ha dicho antes estan presentes en todas
partes y pueden ser parte de la microbiota de piel, manos, cavidad oral, tracto gastrointestinal,
vias respiratorias, oido externo, conjuntivas, vias genitourinarias, de tal manera que es posible

facilmente contaminar un alimento (Rugama, 2010).
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Por esto, el control sanitario de los alimentos consiste en evaluar la calidad e inocuidad de
alimentos, a fin de garantizar el cumplimiento de las normas sanitarias vigentes. Es una
evaluacion técnica que se realiza a través de estudios fisicoquimicos, microbiolégicos y de

contaminantes.

La elecciéon de los métodos de laboratorio a utilizar para la deteccion de microorganismos y
evaluacién de buenas practicas de higiene estan dictados por normas oficiales mexicanas

como:

- Norma oficial mexicana NOM-110-SSA1-1994, bienes y servicios. Preparacion y dilucion
de muestras de alimentos para su analisis microbioldgico.

- La Norma oficial mexicana NOM-113-SSA1-1994, bienes y servicios. Método para la
cuenta de microorganismos coliformes totales en placa.

- Norma oficial mexicana NOM-092-SSA1-1994, bienes y servicios. Método para la cuenta

de bacterias aerobias en placa.

2.2. Quimiometria alimentaria

La empresa Quimiometria alimentaria que abreviaremos Q+A sigue los procedimientos y

requerimientos sefialados por las normas oficiales mexicanas.

La empresa Quimiometria alimentaria esta encargada de ofrecer servicios de analisis
microbiolégico tanto de alimentos y agua; como de muestreo de superficies vivas e inertes,

analisis de eficacia de sanitizantes, asesoria y ayuda para la mejora continua de sus clientes.

Q+A ayuda a sus clientes a mejorar sus practicas de higiene desde cualquier punto de
produccion del alimento: limpieza del personal, calidad del de consumo humano o hielo, calidad
de agua para lavado, desinfeccién y preparacion de alimentos, evaluacion de la desinfeccion
de alimentos, evaluacion de utensilios usados en la preparacion, evaluacion microbiologica del

producto final.
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2.3. Distintivo H

El distintivo H es un reconocimiento que otorga la Secretaria de Turismo y la Secretaria de
Salud, a aquellos establecimientos fijos de alimentos y bebidas: (restaurantes en general,
restaurantes de hoteles, cafeterias, fondas etc.), por cumplir con los estandares de higiene que
marca la Norma Mexicana NMX-F605 NORMEX 2004.

Tiene el propdsito de disminuir la incidencia de enfermedades transmitidas por los alimentos en
turistas nacionales y extranjeros y mejorar la imagen de México a nivel mundial con respecto a

la seguridad alimentaria.

Cuando el establecimiento se sujeta a estos estandares y los cumple, la Secretaria de Turismo
entrega el reconocimiento Distintivo “H”, mismo que tiene vigencia de un afo. (Secretaria de
Turismo, 2014)

Generalmente los negocios que buscan esta distincion se apoyan de la empresa Q+A para

alcanzar su objetivo.

2.4. Papel de un Lic. en Bioquimica Diagnostica en un laboratorio de microbiologia de

alimentos.

El Lic. en Bioquimica Diagndstica posee conocimientos de las ciencias quimico-biolégicas,
habilidades para adaptarse, disefiar y manejar técnicas de diagnostico en diferentes areas
biomédicas.

En el &rea de alimentos el BQD puede desarrollarse en areas como: control de calidad, control
de procesos, supervision de personal, cuidado de la nutricién, biotecnologia de alimentos,
analisis fisicoquimicos de alimentos, analisis microbioldgico de alimentos, etc.

En especial, para este caso en el area microbiolégica, el BQD es capaz de diferenciar las
bacterias con base a sus propiedades quimicas, biolégicas y metabdlicas, usar métodos
adecuados para su aislamiento e identificacion. Describir los fundamentos de las pruebas de
laboratorio para la identificacion, realizarlas e interpretarlas.

Los alimentos y agua insalubres que contienen bacterias, virus, parasitos o sustancias quimicas

nocivas causan enfermedades, que van desde la diarrea hasta cancer, el Lic. en Bioquimica
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Diagnostica es responsable de identificar oportunamente la circulacion riesgo sanitario y
reportarlo al sistema de vigilancia epidemiolégica.

El papel que ocupa un Lic. en Bioquimica Diagndstica en un laboratorio de microbiologia es
fundamental para la emision de un resultado final que satisfaga al cliente para su mejora. Papel

gue va desde la toma de muestra, procesamiento, lectura y entrega de resultados.

3. Fundamento tedrico

Las normas oficiales mexicanas de aplicacién microbiologica son utilizadas para estandarizar
la forma de trabajo de los laboratorios que se dedican a esta area, de esta manera, se emiten
resultados en un lenguaje que cualquier laboratorio o especialista de esta area puede
interpretar.

A continuacion, se analizaran las normas utilizadas para la preparacion de muestras,

procesamiento, analisis y emision de resultados.

3.1 NORMA Oficial Mexicana NOM-109-SSA1-1994 Procedimientos para la toma,

manejo y transporte de muestras de alimentos para su analisis microbiologico

Las condiciones de conservacion y transporte, tiempo comprendido entre la recoleccion de la
muestra, su entrega al laboratorio, asi como la realizacion del andlisis influyen notoriamente en
los resultados obtenidos, ya que la poblacién microbiana puede sufrir cambios cualitativos y
cuantitativos. Esto es especialmente cierto en los alimentos perecederos. (NOM- 109- SSA1-
1994, 1994)

3.2 NORMA Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-1994, Bienes y servicios. Preparacion

y dilucion de muestras de alimentos para su analisis microbiolégico.

Esta norma proporciona los requisitos generales para la preparacion de diluciones para el
examen microbiolégico de alimentos (tomando en cuenta que estos requisitos pueden no ser
aplicables para algunos alimentos y para otros requerirse otros métodos diferentes) por lo que

se recomienda apegarse a estas guias y modificarse Unicamente cuando sea necesario.
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La preparacion de diluciones decimales adicionales, si son necesarias, tiene como objetivo
reducir el nimero de microorganismos por unidad de volumen, para permitir, después de la
incubacion, la observacion de la prueba en el caso de tubos o0 matraces y la cuenta de colonias
en el caso de placas (NOM-110-SSA1-1994, 1995).

3.3 NORMA Oficial Mexicana NOM-092-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método para

la cuenta de bacterias aerobias en placa.

Esta Norma Oficial Mexicana establece el método para estimar la cantidad de microorganismos
viables presentes en un alimento, agua potable y agua purificada, por la cuenta de colonias en

un medio soélido, incubado aerébicamente.

El fundamento de la técnica consiste en contar las colonias, que se desarrollan en el medio de
eleccion, presuponiendo que cada colonia proviene de un microorganismo de la muestra bajo
estudio. La temperatura y tiempo de incubacién depende del grupo bacteriano que se busque.

Termofilicos aerobios se incuban a 55 + 2°C por 48 + 2 h
Mesofilicos aerobios se incuban a 35+ 2°C por48+2h
Psicrotréficos se incuban a 20 + 2°C por 3 - 5 dias
Psicrofilicos se incuban a 5 £ 2°C por 7 - 10 dias

En realidad, esta técnica no pretende poner en evidencia todos los microorganismos presentes.
La variedad de especies y tipos diferenciables por sus necesidades nutricionales, temperatura
requerida para su crecimiento, oxigeno disponible, etc., hacen que el niumero de colonias
contadas constituyan una estimacion de la cifra realmente presente y la misma refleja si el
manejo sanitario del producto ha sido el adecuado (NOM- 092-SSA1-1994, 1995).
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3.4 NORMA Oficial Mexicana NOM-113-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método para

la cuenta de microorganismos coliformes totales en placa.

Las enterobacteriaceae lactosa- positivas o grupo coli- aerogenes constituyen un grupo de
bacterias que se definen mas por las pruebas usadas para su aislamiento que por criterios
taxonémicos. Pertenecen a la familia Enterobacteriaceae- ae y se caracterizan por su capacidad
para fermentar lactosa con produccion de acido y gas mas o menos rapidamente cuando se
inoculan en caldos con lactosa. Se encuentran en el intestino del hombre y de los animales,
pero también en otros ambientes: suelo, plantas, cascara de huevo, etc. (Pascual Anderson &
Calderon , 2000)

La Norma Oficial Mexicana 113 establece el método microbiologico para determinar el nUmero
de microorganismos coliformes totales presentes en productos alimenticios por medio de la

técnica de cuenta en placa.

El método de la NOM 113 permite determinar el nimero de microorganismos coliformes
presentes en una muestra, utilizando un medio selectivo (agar rojo violeta bilis) en el que se
desarrollan bacterias a 35°C en aproximadamente 24 h, dando como resultado la produccion
de gas y acidos organicos, los cuales viran el indicador de pH y precipitan las sales biliares
(NOM-113-SSA1-1994, 1995).

El grupo de los microorganismos coliformes es el mas ampliamente utilizado en la microbiologia

de los alimentos como indicador de practicas higiénicas inadecuadas.
El uso de los coliformes como indicador sanitario puede aplicarse para:

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

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

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

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

alimentos.
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e La demostracion y la cuenta de microorganismos coliformes, puede realizarse mediante el

empleo de medios de cultivos liquidos o solidos con caracteristicas selectivas o

diferenciales.

3.5 NORMA Oficial Mexicana NOM-210-SSA1-2014, Productos y servicios. Métodos

de prueba microbioldgicos.

Determinacion de microorganismos patdogenos.

Determinacion de microorganismos

indicadores.

Esta Norma tiene por objeto establecer los métodos generales y alternativos de prueba para la

determinacién de los siguientes indicadores microbianos y patégenos en alimentos, bebidas y

agua para uso y consumo humano:
Salmonella spp.

- Apéndice A Normativo.
Staphylococcus aureus

- Apéndice B Normativo

Listeria monocitogenes

- Apéndice C Normativo.
Enterococos

- Apéndice D Normativo.
- Apéndice E Normativo.
- Apéndice F Normativo.
- Apéndice G Normativo.

Coliformes fecales

- Apéndice H Normativo.
E. coli.

- Apéndice H Normativo.
- Apéndice | Normativo.

- Apéndice J Normativo. (NOM-210-SSA1-2014, 2015)
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3.6 Norma Oficial Mexicana NOM-111-SSA1-1994, bienes y servicios. Método para la

cuenta de mohos y levaduras en alimentos.

Los mohos y levaduras estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y se pueden encontrar
formando parte de la flora normal de un alimento, o como agentes contaminantes y en los
equipos sanitizados inadecuadamente, provocando el deterioro fisicoquimico de éstos, debido
a la utilizacion 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.
Ademas, los mohos y levaduras pueden sintetizar metabolitos toxicos termorresistentes,
capaces de soportar algunas sustancias quimicas, asi como la irradiacién y presentan
capacidad para alterar sustratos desfavorables, permitiendo el crecimiento de bacterias

patogenas.

Es de gran importancia cuantificar los mohos y levaduras en los alimentos, puesto que, al
establecer la cuenta de estos microorganismos, permite su utilizacion como un indicador de
practicas sanitarias inadecuadas durante la produccion y el almacenamiento de los productos,

asi como el uso de materia prima inadecuada.

El método se basa en inocular una cantidad conocida de muestra de prueba en un medio
selectivo especifico, acidificado a un pH 3,5 e incubado a una temperatura de 25 + 1°C, dando
como resultado el crecimiento de colonias caracteristicas para este tipo de microorganismos
(NOM-111-SSA1-1994, 1995).

3.7 NMX-BB-040-SCFI-1999 Métodos generales de andlisis - determinacion de la

actividad antimicrobiana en productos germicidas.

Esta norma mexicana establece el método de prueba para determinar la actividad

antimicrobiana.

Para la determinacion de la actividad antimicrobiana, se establece un solo método, éste se basa
en determinar el porcentaje de reduccion de un nimero determinado de microorganismos,
cuando se ponen en contacto con un germicida, bajo condiciones de prueba especificas (NMX-
BB-040-SCFI-1999, 1999).
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En Q+A no se tiene establecido el procedimiento de evaluacién de germicidas con apego a la
NMX- BB- 040 debido a que no se cuenta con espectrofotometro para hacer la suspensién de

los microorganismos de prueba.

El inoculo de los microorganismos de prueba en Q+A se hace por siembra en tubo con Agar
Soya Tripticaseina inclinado, a modo de que la evaluacién se acepta hasta que la cuenta del
inoculo cae dentro de los valores de 75 a 125 X 10 8 UFC / mL (NMX-BB-040-SCFI-1999, 1999)
Por lo que esta cuenta depende de la habilidad y precision del analista para sembrar el inoculo.

4. Tareas desempeiiadas dentro de Quimiometria alimentaria S.
deR.L.deC. V.

Mi labor dentro del laboratorio de Quimiometria alimentaria consiste en aplicar las normas

oficiales mexicanas vigentes para la evaluacién microbiolégica de los alimentos.

Las tareas llevadas a cabo son:

4.1 Muestreo

PROYECTO de Norma Oficial Mexicana NOM-109-SSA1-1994, Bienes y servicios. Menciona
los Procedimientos para la toma, manejo y transporte de muestras de alimentos para su analisis

microbiolégico.

Para muestreo aséptico debe utilizar: bata, cofia, guantes y cubreboca. La recoleccion de la
muestra se debe efectuar evitando toda contaminaciéon externa, tanto ambiental como humana,

para asegurar la integridad de esta.
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Muestreo de alimentos

Para la recoleccion de alimentos se utilizan bolsas asépticas Whirl pak de 8 oz ver figura 4.1.1
y el procedimiento para la toma de muestra de alimento en la figura 4.1.2

aK .{lg’;m: WHIRL-PAK.  asco WHIR

Figura 4.1.1 Bolsa Whirl pak para muestreo de
alimentos de consumo inmediato (MERCK,
2019).

Figura 4.1.2 Procedimiento para la toma de muestra de alimento.

Esterilizar en

“ Flamear 0 laboratorio Quitar pestafia de bolsa
Wirlh pak

B )

\0 Tomar rapidamente
Lavadoy con cuchara 100g Tomar de las pestafias y

Desmfectado de muestra. —® girar para cerrar.
/—\ Refrigerar en hielera

para su transporte

P -

5

‘ Tirar en la basura municipal.

‘ Tratar como RPBI e
inactivar en laboratorio.
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El alimento muestreado puede ser solido como un pastel, fruta, carne, verduras, granos,

materias primas, un guisado, etc; o liquido como agua de sabor, sopa, salsa, crema, yogurt, etc.

Al momento del muestreo se deben hacer anotaciones de las observaciones ya que estas
pueden dar una guia al laboratorio de la carga bacteriana que pueda poseer el alimento, por
ejemplo: temperatura, condiciones ambientales (corrientes de aire, temperatura ambiental,

humedad, etc.), condiciones de envasado, marca comercial, lote y fecha de caducidad, etc.

Muestreo de gua

Para el muestreo de agua se utilizan bolsas Whirl- pak Thio- bag 18 oz. ver figura 4.1.3. y el
procedimiento para la toma de muestra de agua en la figura 4.1.4.

WHIRL-PAK" Tiio-BAG wiii

s WHIAL AR, A WHIRL-PAK. s WRINS

Figura 4.1.3. Bolsa Whirl pak para muestreo de
agua (MERCK, 2019).

Las bolsas de agua contienen tabletas de tiosulfato que neutralizan el cloro libre a través de

una reaccioéon redox.

4 Clz2 + Naz2S203 + 5 H20 — 2NaHSO4 + 8 HCI

Para el muestreo de agua de sistema de filtrado y/o hielo no es necesario utilizar bolsas con
tableta de tiosulfato, de igual manera, si se manda a analizar la cantidad de cloro libre por
método colorimétrico. Para el muestreo en general de agua se debe seguir el procedimiento de
la figura 4.1.4.
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Figura 4.1.4 Procedimiento para toma de muestra de agua

Quitar pestafia de la bolsa
Whirl pak Thio-Bag

Sanitizar salida con Dejar fluir el agua Regular el flujo de agua y llenar Tomar de las pestafias y
Etanol 70% o con > por30seg. > la bolsa hasta la marca. girar para cerrar.

llama

Refrigerar en
hielera

Muestreo de superficies por frotis

Para el muestreo de superficies se utilizan bolsas con esponja, esta tiene que ser previamente
hidratada con 100 mL de solucion buffer de fosfatos. Se puede muestrear una superficie inerte
o bien una superficie viva, generalmente manos de manejadores de alimentos y utensilios de

cocina.

En Q+A no hay una norma o procedimiento establecido para la toma de muestra de superficies
por frotis. La toma de muestra puede hacerse con hisopo, esponja, pincel, etc en Q+A se adopto

el uso de esponjas por la facilidad de su manejo y transporte.

NeseoWHIRL-PAIK. ~ NescoWHIRL-PBK.

Figura 4.1.5. Bolsa Whirl pak con esponja para
muestreo de superficies. (MERCK, 2019)
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El andlisis de superficies por frotis es un método utilizado para identificar la presencia de

microorganismos que pueda perjudicar la salud en los instrumentos y superficies de trabajo,

teniendo en cuenta que, por las condiciones habituales de uso, o bien, a causa de una deficiente

desinfeccion, pueden actuar como reservorios de los contaminantes biolégicos (Controlab,

2019).

Entre los objetos a los que se les puede hacer andlisis superficial se encuentran: tablas para

picar, cucharas, tenedores, cucharones, cuchillos, superficies de mesas, etc. Ver la figura 4.1.6

gue muestra el procedimiento para el muestreo de frotis de superficie.

El muestreo de superficie de manos consta de hacer pasar la esponja por las palmas y dedos,

encima de las palmas, entre los dedos y encima de las ufias.

Figura 4.1.6 Procedimiento para toma de muestra de superficies viva o inerte.

A WNIRL-PRK Ao WNIRL-PRK

Quitar pestana de la bolsa
- e e \Whirl pak con esponja

deshidratada

Hidratar esponga con
100 mL de Sol. Buffer
de fosfatos

Exprimir la esponja
—— ligeramente dentro de —_—
la bolsa. Sacar y colo-
carla sobre la superfi-
cie a muestrear.

Frotar la superficie
siguiendo la linea.

Regresar la esponja
a la bolsa con solu-
cioén buffer.

Tomar de las pesta-
— fas, girar y guardar
en hielera.
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4.2 Transporte

Las condiciones del transporte las indica la NOM 109 de procedimiento para la toma, manejo y

transporte de muestras de alimentos para su analisis microbiol6gico.

Las muestras debidamente etiquetadas se tienen que transportar en hieleras que contengan
geles refrigerantes a modo de que la muestra se conserve a 2- 8 °C en caso de ser un producto
perecedero. Debe ser entregada al laboratorio lo antes posible para que sea analizada dentro
de las 24 horas siguientes a su recoleccion (NOM- 109- SSA1- 1994, 1994).

La empresa cuenta con un servicio de paqueteria que garantiza la entrega antes de las 24 horas

esto permite hacer llegar muestras desde varios lugares de la republica mexicana.

4.3 Control de condiciones ambientales: Temperatura y humedad.

Los locales del laboratorio tienen el espacio suficiente para realizar los trabajos y prestar los
servicios establecidos y documentados, estando protegidos contra condiciones extremas, tales

como calor, polvo, humedad, etcétera.

Ademas, dispone de los equipos, suministros y servicios necesarios para la realizacion de los

examenes.

Las caracteristicas ambientales generales del laboratorio permiten al personal realizar su
trabajo con unas disposiciones adecuadas de salud y seguridad. (Fernandez Espina &
Mazziotta , 2005)

Dentro del laboratorio de microbiologia de Q+A se controlan las condiciones ambientales tales
como temperatura y humedad, gracias a los equipos mini splits se mantiene la temperatura a

menos de 21 °C y la humedad al 40 %.

Otro elemento importante del control es el monitoreo ambiental. El objetivo en este caso es
determinar primero un nivel aceptable de particulas y microrganismos y luego controlarlos. Si
se descubre gue es excesivo, deben tomarse medidas llevar los niveles dentro de los limites

aceptables de modo de no comprometer la calidad del producto. (Remington , 2003) Una de las
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medidas tomadas en el laboratorio de microbiologia para el control ambiental es la rotacion de

sanitizantes, uno diferente por cada semana en superficies:

- Citrical (sanitizante amoniacal)
- Etanol 70%
- Mezcla 1:1 de Etanol 70% + Alcohol isorpopilico.

Mientras que para la limpieza del piso y paredes se utiliza

- Cloro
- Citrical (sanitizante amoniacal)

El monitoreo ambiental se lleva a cabo con la exposicion de 15 minutos cajas Petri abiertas con
agar dextrosa papa y otra con agar cuenta estandar en cuatro sitios del area de siembra: mesa-
ventana, mesa-pasillo, esclusa y dentro de la campana de flujo laminar. Posterior a la exposicion
se incuban las placas de agar cuenta estandar y PDA a 35 +1°C y a 25 £1 °C respectivamente,

ver la figura 4.3.1.

Fig. 4.3.1 Monitoreo ambiental

35°+£1°C Contar
sl g Y _’M
A

———»  Incubar

Exposicion
de cajas
ACE y PDA
15min. en
en M-V,
M-P,CyE.

\ 4 " Registar el conteo
25°C Contar gistar e ¢
PDA —® colonias al 3°, [—®{ delS’dia sinoes ‘
4°y 5° dia. posible contar,
reportar el 3° o 4° dia

Colocar placas en
‘ bolsa roja para
RPBI, IIJevar a

contenedor para

disposicion de
residuos.
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Con respecto al coteo de colonias, si alguna parte de la caja muestra crecimiento extendido de
mohos o si es dificil contar colonias bien aisladas, considerar los conteos de 4 dias de
incubacién y aun de 3 dias. En este caso, informar el periodo de incubacion de 3 o 4 dias en
los resultados del analisis.

4.4  Elaboracion de medios de cultivo, control de calidad de medios de cultivo.

Una vez que se ingresa un medio de cultivo al laboratorio se debe identificar con una clave para
un control interno, registrar la fecha de recepcion, apertura y caducidad. El almacenamiento
debe realizarse en las condiciones especificadas por el fabricante. (Esteban Méndez, Quintos
Escalante, & Herrera Benavides, 2018)

Algunas bacterias pueden crecer bien casi en cualquier medio de cultivo; otras requieren medios
especiales y otras no pueden crecer en ninguno de los medios inertes existentes hasta ahora.
(Tortora & Berdell, 2007)

Para la elaboracion de los medios de cultivo se siguen las indicaciones del fabricante.

Figura 4.4.1 Procedimiento para la elaboracién de medios de cultivo

Calculos de g/Lde
medio a preparar

l Agregar polvo a Calentar para hi-
Pesar matraz etiquetado dratar, agitando
y y el agua destila- frecuentemente.
da necesaria

- 451°C

Esterilizar a 121°C, 20 psi
(condiciones ya estandarizadas)
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Para la elaboracién de los medios casi siempre se sigue la misma metodologia de la figura
4.4.1, pero algunos medios como por ejemplo el Agar Sulfito Bismuto, Xilosa Lisina Desoxicolato

y Caldo Mueller Kauffman no deben ser esterilizados en autoclave.

Los medios més utilizados en Q+A son: Agar Cuenta Estandar (ACE), para método de cuenta
de bacterias aerobias en placa; Agar Bilis y Rojo Violeta (RVBA), para la cuenta de

microorganismos coliformes totales en placa.

La evaluacion de la calidad de medios de cultivo es un requisito esencial en los laboratorios de

microbiologia, uno de los aspectos que se evalla es:
% Selectividad y especificidad de medios de cultivo selectivos
Prueba Ecométrica:

Con esta prueba se evalla la selectividad y especificidad de medios de cultivo selectivos. Se
emplean tres microorganismos que se desarrolla en el medio de cultivo y tres cepas de
microorganismos que son inhibidos en el medio de cultivo. De cada microorganismo se prepara
un cultivo en fase estacionaria y se siembra con un asa calibrada de 1 pL trazando sobre la
superficie del medio de cultivo en forma paralela 5 estrias sobre cada cuadrante y una estria
central sin esterilizar y recargar el asa, como se muestra en la Tabla 4.4.2. Las cajas Petri se
incuban a 35° C durante 24 horas, y después se efectian las lecturas teniendo en cuenta que
cada estria tiene un valor de 0.2 y la estria central de 1.0. La técnica de sembrado se ejemplifica

en la figura 4.4.2

Figura 4.4.2 Siembra por estria para la

il lihia (\ técnica ecometrica en agares selectivos
\ ‘Segundo paso

Primer paso

N i ———
S e indicadores. (Campos Radillo , 2013)
o LS \\ ) Las lineas por inocular se marcan tanto
| \ innto pasg \ \{
‘,‘ & v | en el agar selectivo como en el que no
< \\‘ 2 |
y ) lo es.
S /

Cuarto paso X Tercer paso

#
\ /

N\ /
\ '\\ 7
N \¢
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Conteo:

Cada estria tiene un valor de 0.2, este valor corresponde a crecimiento completo o parcial
(considerandose valida cualquier estria que tenga crecimiento en mas del 25% de la linea).

El valor 0.2 se multiplica por el nimero de estrias que se realizé en cada cuadrante que son 5,
por lo tanto, cada cuadrante tiene un valor total de 1.

La estria central tiene un valor de 1 este valor corresponde a crecimiento completo o parcial

gue se presente en ella.

La placa esta dividida en 4 cuadrantes si cada cuadrante tiene valor de 1 entonces 4 x 1=4 a
este valor le sumamos el valor de la estria central que es de 1 y tenemos que la placa tiene un

valor maximo de 5.

Los resultados obtenidos se expresan con un numero de 6 cifras, en que las primeras 3
representan la presencia de crecimiento en las estrias de las cepas que deben crecer en el
medio, y las otras 3 representan la presencia en las estrias de las cepas que no deben crecer.
Asi, un medio muy selectivo estaria representado por el numero (5, 5,5, 0, 0,0), en el que las
cepas que se esperaban que crecieran, se desarrollaron en las 5 estrias de las 3 cajas, y las

gue no deberian no lo hicieron en las 5 estrias de las 3 cajas.

Son aceptables para un medio selectivo las férmulas (5,5,5,0,0,0), (5,5,4 0,0,1) y (5,4,4 1,1,0).
Para los medios indicadores se deben probar con cepas que produzcan las reacciones

caracteristicas y otras que no las den. (Campos Radillo , 2013)

La Tabla 4.4.3 muestra un ejemplo de resultados de una prueba ecométrica para evaluar Agar
Eosina Azul de Metileno. No se realizé el conteo debido a que se inocularon 4 estrias por
cuadrante en vez de 5 estrias por cuadrante y una estria central. Se esperaba que el agar

mostrara las caracteristicas de crecimiento brillo metalico verde de E. coli.
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Tabla 4.4.3. Resultados de prueba ecométrica para evaluar Agar Eosina Azul de Metileno.

Los coliformes producen
colonias de color negro
azulado. Las colonias de
Escherichia coli pueden
exhibir un brillo verde
metalico  caracteristico

debido a la réapida

fermentacion de la
Crecimiento de E. coli en Crecimiento de E. colien EMB ' |actosa.
agar AST

Los colorantes de azul de
metileno y eosina inhiben
las  bacterias  gram-
positivas en cierto grado

Crecimiento de S. aureus en No hubo crecimiento de

agar AST S. aureus en agar EMB

4.3 Inactivacion, preparacion y esterilizacion de material
Lavado y secado de material.

El lavado del material se realiza en un area especifica. La limpieza consiste en la eliminacién
de suciedad, materia organica y manchas. La suciedad, la tierra y la materia organica pueden
albergar microorganismos e interferir con la accién de los descontaminantes (antisépticos,
germicidas quimicos y desinfectantes). La limpieza previa es fundamental para conseguir una
correcta desinfeccion o esterilizacion (Organizacién Mundial de la Salud, 2008). El lavado del
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material se hace con jabon neutro y agua, realizando un ultimo enjuague con agua destilada

gue previamente haya pasado el control de calidad interno.

El secado del material es por gravedad cuando no se ocupa en ese momento, pero de lo
contrario, se puede secar por calor seco en aproximadamente 15 min. Una vez listo el material
se hace un control de calidad que consiste en tomar material al azar (una o dos piezas de cada
tipo, pipeta, caja Petri, vaso de licuadora, tubos) para colocarle una gota de indicador azul de
bromotimol el cual cambiara de coloracién segun el pH. La coloracién cambia a amarillo en pH
acido, a azul en pH bésico y en el rango de pH neutro permanece de color verde olivo (Correa
Maya , 2014).

Sin el indicador cambia de verde olivo a amarillo, significa que el enjuague con agua destilada
no fue adecuado y hay restos de agua acida en el material y no pasa el control de calidad.

Si el indicador cambia de verde olivo a azul, significa que el material contiene restos de jabon y

no se realizé bien el enjuague, por lo tanto no pasa el control de calidad.

Si el indicador permanece en color verde olivo significa que el lavado de material paso el control

de calidad. De lo contrario, cuando no pasa el control de calidad se tendra que lavar el material.

Preparacion del material.
El material de vidrio se prepara segun su uso.

e Pipetas: Las pipetas que se usan son de 1mL, se les coloca un pequefio tapén de
algodon para que no exista contaminacion al momento de usarlas y se hacen
paguetes de 25 pipetas cada uno envueltas en papel estraza marcadas con cinta
testigo, sobre la cinta testigo se escribe la cantidad de pipetas y su volumen. Las
pipetas de 10 mL son envueltas una por una. Después de envueltas las pipetas
en papel se envuelven en aluminio y posteriormente en bolsas de polipapel esto
para que el material permanezca totalmente seco cuando se saque de la
autoclave después de la esterilizacion.

e Vasos de licuadora: A los vasos se les coloca el empaque para que no existan

derrames, y la tapa con aspas, se les coloca cinta testigo en el vaso y se
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envuelven en bolsas de polipapel de dos en dos o de uno en uno segun convenga
el espacio en la autoclave.

e Tubos: A los tubos se les coloca campana de Durham o no, segun se requiera y
se cierran con tapa de rosca. Los tubos se envuelven en bolsa de poli papel para
meter en autoclave para esterilizar.

e Matraces: Se les colocan tapones de algodén cubiertos de aluminio, se marcan
con cinta testigo.

e Cucharas, Asas de cristal en triangulo, mangueras de latex: Se envuelven
individualmente en papel estraza, se marcan con cinta testigo, se hacen paquetes
de 5 o 10 pzas segun se requiera y se envuelven en papel aluminio y

posteriormente en bolsa de polipapel.

Esterilizacion.

El termino estéril es un término absoluto, no relativo, asi, un material estéril es aquel en el que
hay ausencia total de cualquier microorganismo en cualquiera de sus formas. (Cafiestro
Marquez & et.al. , 2007)

Para la esterilizacion en Q+A se utilizan autoclaves a vapor. Es un método sencillo y econémico.
Es el método de eleccion siempre que sea posible su utilizacion, dependiendo del tipo de
material que se vaya a esterilizar, presentando eficacia por su capacidad de penetracion,

fiabilidad, posibilidad de monitorizacién y seguridad (no deja residuos toxicos).

La eliminacion de los microorganismos se realiza por desnaturalizacion de sus proteinas,

proceso que se ve acelerado por la presencia de agua.

La destruccion térmica del microorganismo se produce debido a la interaccién de la humedad
(agua), tiempo y temperatura. A temperaturas superiores a 90°C las proteinas coagulan y se
destruye el sistema enzimatico de la célula. Esta reaccion es catalizada por la presencia de
agua en forma de vapor. Por eso, es mas rapida la esterilizacion por calor himedo que por calor
seco. (Cafiestro Marquez & et.al. , 2007) Las condiciones empleadas ya estandarizadas son a
121° C, 21 psi, 15 min. Para comprobar la esterilizacion se emplean bioindicadores como los

de la figura 5.1.0.
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,/ Fig. 4.5.1 Bioindicador
/ . ) & A s Y/ Sterikon ® para comprobar
" M L o . .

E;g | H g ; el  funcionamiento  de
e | B autoclaves (15 minutos a
) , 121  °C). (tomada de
https://goo.gl/8xJcw3)

~

Principio de Sterikon® plus bioindicador

Sterikon® plus bioindicador MERCK consta de una ampolla, que contiene caldo nutritivo,
azucar, un indicador de pH, asi como esporas de Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953
(de esporulacion optimada) como organismo de ensayo apatdégeno. La termorresistencia esta
ajustada de tal manera que las esporas mediante calentamiento en vapor a presion tras 15
minutos a no menos de 121°+ 0,5 °C, 21 psi experimentan una destruccion total. A temperatura
mas baja o tiempo de accion mas breve las esporas sobreviven al menos parcialmente. Las
ampollas se agregan al material de carga. Después de haber tenido lugar el autoclavaje se
controla el éxito de la esterilizacion mediante incubacion de las ampollas: Si no existe
crecimiento de Geobacillus stearothermophilus queda demostrada una esterilizacion

satisfactoria, mientras que la existencia de crecimiento indica una esterilizacion no satisfactoria.

Después de la esterilizacion se toman las ampollas y se incuban a 60° £ 2 °C durante 48 horas.

Como control debe incubarse simultaneamente una ampolla no esterilizada. (KGaA, 2012)
Evaluacion de Sterikon® plus bioindicador

En caso de esterilizacidn satisfactoria, las esporas de Geobacillus stearothermophilus quedan
destruidas. El color del contenido de las ampollas permanece rojo a violeta rojizo y transparente

después de la incubacion.

En caso de esterilizacibn no satisfactoria, sobreviven las esporas de Geobacillus

stearothermophilus. El contenido de las ampollas muestra generalmente ya dentro de 24 horas
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de incubacién un viraje de color hacia amarillo o amarillo-naranja por formacién de acido como

consecuencia de la fermentacion del azlcar, asi como una turbidez levemente debida a
crecimiento. (KGaA, 2012)

Figura 4.5.2. Evaluacion de
esterilidad de dos tandas de

material.

Se evalla la esterilidad y la inactivacién por lo
menos una vez al mes por cada autoclave y se
registran los resultados.

Por lo tanto, en resumen, los procesos que llevan a utilizar el material de vidrio en el analisis

microbiolégico se encuentran en la figura 4.5.3

Preparacion

Inactivacion :
de material

Utilizar Fig. 4.5.3. Proceso para

material utilizar el material de vidrio

en el analisis microbiologico.
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4.6 Preparacion, dilucion de muestras, identificacion de microorganismos patégenos.

La preparacion y el sembrado de las muestras este marcado por la NORMA Oficial Mexicana
NOM-110-SSA1-1994, Bienes y servicios. Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para
su analisis microbiologico.

La figura 4.6.1 muestra el procedimiento para el pesado de las muestras, la cantidad a pesar
depende del tipo de analisis que se realice.

Figura 4.6.1 Procedimiento para la preparacion de las muestras.

i ? — //

5 Procesar

muestra.

Pesar 10 g de muestra en Agregar 90 mL de solucién Tapar frasco con aspas
esterilidad buffer de fosfatos. para licuadora.
NOTA:

Consultar la NOM-210-SSA1-2014 para la Determinacién de microorganismos
indicadores. Determinacion de microorganismos patégenos. Para conocer la

‘ Tirar en la basura municipal. cantidad de muestra y diluciones requeridas en cada analisis.

Tratar como RPBI e_inactivar en
laboratorio.
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La figura 4.6.2 ejemplifica la manera de hacer las diluciones y el sembrado de las muestras.
Dependera del tipo de analisis si la muestra es sembrada en placa o en tubos con algun tipo de

caldo en especifico.

La NOM 092 Y NOM 113 para analisis de mesdfilos y coliformes totales en placa,
respectivamente, especifican que se debe pesar 10 g de muestra y homogeneizar con 90 mL
de diluyente, por el contrario, la NOM 210 especifica que se debe pesar 25 g de muestra con
225 mL de diluyente. En Ambos casos se obtiene la dilucion primaria -1 6 10

La figura 4.6.2 ejemplifica la manera de hacer diluciones, al final el medio que se vacié a la
placa dependera de los microorganismos que se quieran obtener, si se quieren hacer crecer
bacterias aerobias se tendra que adicionar Agar Cuenta Estandar, si se quieren obtener
coliformes totales se tendra que adicionar Agar Bilis Rojo Violeta, pero si se quiere obtener
hongos y levaduras se adiciona Agar Dextrosa Papa acidificado con acido tartarico y su
incubacion es a 25 = 1 °C por 5 dias con observaciones y cuenta de colonias desde el 3ro y 4to
dia.
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Figura 4.6.2 Procedimiento para la dilucion de las muestras.

Agitar con 25 movimientos de arriba a abajo en

’ \ ’ un arco de 30 cm efectuados en un tiempo de 7
N\ segundos. ‘
\L

\

x
Usar una pipeta 1*r'nL ;,/ 1TL ; o o e
= =

diferente para #&
“cada tubo
e SRS Sl
omogeneizar de omar 1 mL de ‘
1-2 min. muestra ( 2 ] [ i ] [ 4 ]

Inocular 1ml en cada una de @ @ @
las placas por cuatriplicado, @ @
por cada dilucion. x :
 — — e C o = )
== =" =
£ =y =T e —
= S s
L |

i n4 '
B3 Hacer dos torres: de dos placas por cada dilucién.

—_— e e =3
l l en placas de 12 +— : - - ;
e R —— 3

alSmL
; Adicionar Agar Bilis
Mezclar con 6 movi-

Cuenta Estandar. io Vi
Q mientos por cada flecha, Q Rojo Violeta.
en la direccion marcada.

! ! CF’ o B o el
Tratar como RPBI e
Dejar solidificar. Dejar solidificar. inactivar en laboratorio.
vy
RVBA

Agua: 35 + 2°C 24h. l
Alimy fro: 35+ 2°C 48 + 2h Dejar solidificar.
35 °C24h
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NORMA Oficial Mexicana NOM-210-SSA1-2014, Productos y servicios. Métodos de prueba
microbioldgicos. Determinacién de microorganismos indicadores. Determinacion de microorganismos

patégenos.

Esta norma conjunta en una sola norma, los métodos para determinar todos los

microorganismos indicadores y los patdgenos mas comunes.

Antes de que la NOM 210 se publicara en el Diario Oficial de la Federacion, existian otras
normas que establecian los metodos para la determinacién de patogenos en alimentos, estas

normas fueron juntadas en lo que resulto ser la NOM 210.

Por lo que la NOM 210 dejo sin funcionamiento a la siguientes normas:
¢« NOM-143-SSA1-1995, Determinacion de Listeria monocytogenes;
« El Capitulo B.16. Determinaciéon de L. monocytogenes NOM-242-SSA1-2009
« El capitulo B.13 Determinacion de L. monocytogenes NOM-243-SSA1-2010
e NOM-114-SSA1-1994 determinacion de Salmonella,
« El capitulo B.4 Determinacion de Salmonella , NOM-131-SSA1-2012
¢« NOM-115-SSA1-1994, determinacion de Staphylococcus aureus

« Capitulos B 7.4 determinacién de Salmonella spp. en alimentos y B 7.8 determinacion
de Staphylococcus aureus, NOM-218-SSA1-2011

e Capitulos B.14 determinaciéon de Salmonella spp. en alimentos y B.15 determinacién
de Staphylococcus aureus NOM-242-SSA1-2009

e Capitulos B.12 determinacién de Salmonella spp. en alimentos y B.11 determinacién
de Staphylococcus aureus NOM-243-SSA1-2010

« Capitulos B 4.4 determinacién de Salmonella spp. en alimentos y B 4.5 determinacion
de Staphylococcus aureus NOM-247-SSA1-2008
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e Asi como NOM-112-SSA1-1994, Determinacion de bacterias Coliformes, Técnica del
namero mas probable: Capitulos B.2, B7.5 y B12 Determinacion de bacterias coliformes.
Técnica del nimero mas probable y B.6 ,B7.6 y B17 De la estimacion de la densidad
microbiana por la técnica del nimero mas probable. Determinacién de bacterias
coliformes, coliformes fecales y Escherichia coli por la técnica de diluciones en tubo
multiple, de las NOM-131-SSA1-2012 , NOM-218-SSA1-2011 y NOM-242-SSA1
2009 respectivamente.

« Capitulo B.18 Estimacién de la Densidad Microbiana por la Técnica del Numero Mas
Probable de Bacterias Coliformes, Coliformes fecales y Escherichia coli, por la Técnica
de Diluciones en Tubo Multiple, NOM-243-SSA1-2010

« Deja sin efecto a PROY-NOM-210-SSA1-2002. (Silliker México S.A. de C.V., 2017)

Algunas metodologias de las normas recopiladas en la NOM 210 fueron conservadas y a otras

se les hizo modificaciones o actualizaciones:

Apéndice A. Determinacion de Salmonella. Se modifica en el paso de enriquecimiento a uso
de de caldo tetrationato y caldo selenito cistina por caldo Rappaport (RVS) y caldo Mueller
Kaufman (MKTTn). Se agregan: deteccion de B galactosidasa y caldo L-lisina descarboxilasa

en pruebas bioquimicas.

Apéndice B. Determinacion de S. aureus. Se modifica el nUmero de colonias para pruebas
bioquimicas, ahora son 5 siempre, la incubacion en BHI es en bafio de agua, y en paralelo se
inocula en AST, cambian volumenes de cultivo y plasma de conejo para prueba de coagulasa

y se afiaden pruebas auxiliares (Tincion de Gram,catalasa, fermentacién de manitol y glucosa).

Apéndice C. Determinacién de L. monocytogenes. Cambia el medio de cultivo para
enriquecimiento primario y secundario ahora es en caldo Fraser. El enriquecimiento secundario
se hace en agar Oxford y 2 placas de PALCAM. Se afiaden pruebas auxiliares confirmatorias
(Luz de Henry sobre placas de ASTEL), se elimina prueba de reduccién de nitratos. Este

patégeno no se determina en Quimiometria alimentaria S. de R. L. de C. V.

Apéndice D, E y F. Determinacion de Enterococos. En la presente Norma se describen 3

técnicas para cuantificar y estimar la presencia de enterococos en agua para uso y consumo
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humano, agua envasada y hielo, agua de uso recreativo (dulce y salobre): 1. Técnica de
filtracion por membrana ( y conteo en medio selectivo sélido que contiene azida de sodio), 2.
Técnica del NMP (caldo azida dextrosa)y 3. Técnica del sustrato cromogénico definido.
comercialmente disponible. Este patdgeno no se determina en Quimiometria alimentaria S. de
R.L.de C. V.

Apéndice G. Nuevo: Para el monitoreo de Enterococos fecales recomendado para el monitoreo
de aguas para uso recreativo. Filtro de membrana, conteo en agar mEl, verificacién en BHI,
transferirr ABE y a BHI y BHI con 6.5% de NaCl. Este patogeno no se determina en
Quimiometria alimentaria S. de R. L. de C. V.

Apéndice H. Determinacion de Coliformes Fecales. Cambia el medio por caldo lauril triptosa,
se agregan pruebas complementarias en Agar Mc Conkey, tincion de Gram, formacion de gas
en los tubos de caldo lauril sulfato.

Apéndice |. Determinacion de E. coli. se agregan aislamiento y confirmacion en agar triptona

bilis glucuronido.

Apéndice J. Nuevo: Enumeracion de E. coli por deteccion de B-glucuronidasa, cambio de
sustrato utilizando 5-Bromo-4-cloro-3-Indol B-D-Glucuronido. (Silliker México S.A. de C.V.,
2017)

En Q+A los clientes deciden que determinaciones se hacen a los alimentos con base a sus

requerimientos y necesidades para la mejora.

Por ejemplo, a un alimento lacteo se le puede hacer determinacién de Salmonella spp,
Coliformes Fecales y E. coli por NMP y S. aureus por la NOM 210. Ademas, se puede hacer
determinacién de Mesdéfilos Aerobios porla NOM 092 y Coliformes Totales en Placa por la NOM

113. Un alimento lacteo puede ser un pastel, queso, gelatina, etc.

A continuacién, se mencionan los patdgenos que se determinan en Q+A a través de la NOM
210.
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Salmonella spp.

En las figuras 4.6.3 y 4.6.4 se muestra el procedimiento para la determinacién de

Salmonella spp. en alimentos de consumo humano.

Figura 4.6.3. Método de referencia para el aislamiento de Salmonella.

| 1. PRE - ENRIQUECIMIENTO |

Tapar e incubar 36°C £ 1°C
por 18h = 2h.

Pesar 25 g de muestra Afiadir 225 mL de Sol. peptonada
disgregada. amortiguada.

2. ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO |

Incubar MKTTn  Incubar RVS a
a36°C+1°C 41.5°C +1°C por
por 24h + 3h. 24h £ 3h

En 10 mL En 10 mL
de MKTTn de RVS

3. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION

2 Marcar las cajas Petri en dos secciones, inocular por =

z agotamiento los tres medios selectivos la misma 3
|

muestra.
|

MKTTn

Observar morfologia

—» cas de Salmonella,

XLD: 36°C + 1°C 24h + 3h R
seguir el apartado
> AVB: 36°C + 1°C 24h + 3h A.7.3 de laNOM 210
Inocular 3 controles de ASB:36C +1°C 24h +3ho
hasta 48h.

Seleccionar una colo-
nia y sembrar en agar
nutritivo

Salmonella

- Salmonella tiphy
- Salmonella diarizonae

- Salmonella bisperje
36°C + 1°C 24h
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Figura 4.6.4. Método de referencia para el aislamiento de Salmonella (continuacién)

4. Confirmacién bioquimica

= B2

Tocar una colonia

@—' I  ncubar
‘ —_— 36°C £ 1°C 24h £ 3h
TSI

Crecimiento en agar nutri-

tivode 24h a 36°C+1°C
Interpretar cambios de color
de a cuerdo a laNOM 210
apartado A.7.3.5

LIA
Sembrar por picadura

en el fondoy estria

Despues de usar mantener en la superficie

de 2-8 °C hasta concluir el
analisis
v

Aislamiento presuntivo

s

Prueba de ureasa

Hacer prueba de cepas — Caldo lisina descarboxilasa
. G ———
autoaglutinantes

36°C £ 1°C 24h £ 3h Deteccion de B-galactosidasa
l Indol
Pruebas seroldgicas MR — VP
Poly A-1 & Vi.

|

Expresar de resultados
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Staphylococcus aureus.

Seguir el procedimiento de preparacién de muestras mostrado en la figura 4.6.1. con la
modificacidén de pesar 25 g de muestra y diluir con 225 mL de solucién Buffer de fosfatos.

En las figuras 4.6.5 y 4.6.6 se muestra el procedimiento para la deteccién de S. aureus en

alimentos de consumo humano.

Figura 4.6.5 Procedimiento para la deteccion de S. aureus

=1 "
B

Dilucion -1 Tomar 0.1 mL @
y adicionarlo  Inocular por duplicado [ ’

en agar Baird
Distribuir inoculo con
Parker
varilla de vidrio en dngulo
recto.

36°C + 1°C 44h a 48h inoculo para después voltear
las placas .

Seleccionar 5 colonias Confirmar cocos Gram

tipicas o 5 atipicas y hacer
tincion Gram.

positivos, descartar bacilos
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Figura 4.6.6 Procedimiento para la deteccidon de S. aureus (continuacion)

Confirmacién

Prueba de coagulasa

— o T

—_— f

{ Staphylococcus —* 35°Cx1°C20a24hen
~ Seleccionar y sembrar I bafio de agua
L o - S. aureus
cada colonia tipica i
- S. epidermidis
0.5mL AST
BHI

Lorm\ a
= =

|
|
|

37°C + 1°C observar cada
horapor4a6h,sinohay *“—— — -
coagulo dejar 24 h. en Bafio
de agua - = S
BHI AST
0.3mL de plasma
de conejo con l
EDTA

Mantener a no mas de
27°C £ 1°C
Prueba de termonucleasa

2/

_

36°C+1°C 24 h.

o Agar
Crecimiento en DNAsa
AST

l

Pruebas auxiliares

v v v .

Tincién de Gram Pruebas bioquimicas Catalasa Manitol y glucosa
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Coliformes totales, fecales y E. coli por la técnica de NMP

Aguay hielo:

En las figuras 4.6.7 se muestra el procedimiento para la deteccion de Coliformes Totales,

Coliformes Fecales y E. coli por la técnica de NMP en Agua o hielo.

Figura 4.6.7 Procedimiento para la estimacion de coliformes totales, fecales y E. coli

por la técnica de NMP en agua.

Vaciar 20 mL de muestra en
10 mL de CLS x3

2 VNN

35°C +0.5 °C por 24h
Agua o hielo a48h.

v

Tubos positivos (produccién de gas)
sembrar con asa bacterioldgica en
Caldo ECo CVB

E. coli'y Coli- .
o < 35°C +0.5°C por 24h formes totales |«—| " " [ |-
SRR Caldo EC 0 CVB N o

Siembra una asada de tubos positivos

Tubos positivos
(produccion de gas).
Dar resultado de
CTNMP

en EMB Coliformes fecales
35°C+1°Cpor 18-
24h 44 52G £ 02°C por Caldo EC
24h a48h.
l (termobafio con re- ﬂ
Seleccionar dos colonias caracteristica clicdlacion’ e agu=

y sembrar en Agar nutritivo para
pruebas bioquimicas

Tubos positivos
(produccion de gas).
Dar resultado de
CFNMP
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Alimentos:

Para mejor comprension de la norma, los alimentos se separan en dos grupos: Alimentos

congelados y/o refrigerados y alimentos de consumo inmediato.

Se entiende como alimentos congelados o refrigerados aquellos que por su naturaleza
necesitan permanecer siempre en refrigeracion o congelacién hasta el momento en que sean

utilizados para su consumo o caduquen.

Para detectar E. coli en alimentos congelados o refrigerados se hace lo indicado en la figura
4.6.8y 4.6.9. Utilizando Caldo Lauril Sulfato con MUG en vez de Caldo Lauril Sulfato. Se inocula
un tubo con una cepa E. coli (ATCC 25922) GUD positiva como control positivo y otro tubo con
una cepa E. aerogenes (ATCC 13048) GUD negativa como control negativo, ver figura 4.6.10
Tubos positivos a GUD vy figura 4.6.11 Crecimiento de E. coli en agar EMB (NOM-210-SSA1-
2014, 2015).

Los controles positivos y negativos son utilizados también en la deteccidén de Coliformes Fecales

por NMP de agua y alimentos durante la confirmacion.

En general, para todos los alimentos, seguir el procedimiento de preparaciéon de muestras
mostrado en la figura 4.6.1. con la modificacion de pesar 25 g de muestra y diluir con 225 mL

de solucion buffer de fosfatos o diluyente de peptona.

En las figuras 4.6.8 y 4.6.9 se muestra el procedimiento para la deteccion de Coliformes Totales,

Coliformes Fecales y E. coli por la técnica de NMP en Alimentos de consumo humano.
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la técnica de NMP en alimentos.

Figura 4.6.8 Procedimiento para la estimacion de coliformes totales, fecales y E. coli por

Hacer 3 diluciones

Usar una pipeta / imt ;
=]

diferente para ™=
_—
cada tubo

(1)
Tomar 1 mL de [ ]
2 =
muestra Sembrar por triplicado 1 mL de
cada dilucion en tubos de CLS x1 o

CLS + MUG para alimentos conge-
lados o refrigerados para determi-

H I | | A0 ﬂm nacién de E. coli
y

_ ' o ot
A )
b

35°C + 0.5 °C por 24h
a48h.

Seleccionar tubos positivos por
produccion de gas
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Figura 4.6.9 Procedimiento para la estimacion de coliformes totales, fecales y E. coli por la técnica de

NMP en alimentos. (continuacion)

W

Siembra con asa bacterioldgica en
caldo EC

45.5°C = 0.2°C por
24h a48h.

(termobafio con re-
circulacion de agua)

|

Dar resultado de CFNMP

it

E. coli y Coliformes totales

Siembra con asa bacterioldgica en
caldo EC

35°C +0.5 °C por 24h
a48h.

!

Dar resultados de CTNMP

it
!

Siembra una asada de tubos positivos

en EMB

35°C+1°Cpor 18-
24h

|

Tubos positivos de CLSx1 o
CLSx1 + MUG

——» Exponer tubos de CLS + MUG a luz UV
de onda larga (365 nm)

Tubos con fluorescencia azul son
positivos a GUD

Seleccionar dos colonias caracteristica

y sembrar en Agar nutritivo para

pruebas bioquimicas
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Figura 4.6.10 Tubos positivos a GUD (Dicorlab,
2016).

(l\/luestran Fluorescencia azul debido a Ia\
produccién de la enzima B- glucuronidasa
(GUD), la cual rompe el sustrato especifico
4- meltilumbeliferyl- B- D- glucuronido

\(MUG). )

Figura 4.6.11 Crecimiento de E. coli en
agar EMB

‘1

pueden exhibir un brillo verde

~

as colonias de Escherichia coli

metalico caracteristico debido a la
rapida fermentacion de la lactosa.

/

Para tener una mejor comprensién sobre el método del apéndice H se disefid la tabla 4.6.8
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Tabla 4.6.8. Condiciones para analizar CTNMP, CFNMP y E. coli en agua y alimentos de consumo humano.

Etapa del - CTNMP CFNMP E. coli CTNMP _ E. coli _
o Condiciones _ CFNMP (alim) _ Observaciones
analisis (agua) (agua) (agua) (alim) (alim)
CLS- MUG NA NA NA NA NA Si
Conservara T®
. . . . . amb. Y en
CLS Si Si Si Si Si No .
oscuridad no mas
de 7 dias.
Presuntiva
[] para agua de
Concentracion [x3] [x3] [x3] [x1] [x1] [x1] mar, ver H.7.1.4 y
tlabla H.8.4.2
. L incubadora Q+A
T° incubacion |35 +05°C| 35 £+05°C |35 +05°C |35 +05°C| 35 +05°C 35 +05°C 201
Caldo EC Si (0 CVB) Si Si Si Si NA NA
) ) ) ) ) E.coliy E.
Control (+y-) Si Si Si Si Si NA
Confirmacion aerogenes
La incubacion en
445 +£0.2°C 45.5°C +0.2°C
» 35 £05°C 35 £05°C |35 £05°C termo bafio es con
Incubacion (termobafio) (termobafio) NA . »
48 + 2h 24h a 48h 24h a 48h recirculacion de
24h a 48h 24h a 48h
agua
Agar EMB NA NA Si NA NA Si NA
E.coliy E.
Control (+vy-) NA NA Si NA NA Si
aerogenes
35°C £ 1°C 35°C £ 1°C
Incubacion NA NA NA NA NA
18°C - 24h. 18°C - 24h.
Confirmativa
E.col Anut NA NA Si NA NA Si NA
Tincién Gram NA NA Si NA NA Si NA
BQ’s (IMVIC) NA NA Si NA NA Si NA
aplica

x 3: Triple concentracion

X 1: Concentraciéon sencilla
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4.7 Lecturay expresion de resultados

4.7.1 Conteo de Mesobfilos aerobios y Coliformes totales en placa: De acuerdo con la NOM 092
y 113.

Se reporta de la siguiente manera:

a) Seleccionar aquellas placas donde aparezcan entre 25 a 250 UFC para mesofilos
aerobios 0 15 a 150 para coliformes totales en placa. Cuando el conteo de UFC es mayor
0 menor a 25 a 250 UFC para mesofilos aerobios o 15 a 150 para coliformes totales en
placa respectivamente, colocar la leyenda Valor estimado (ve). Promediar el resultado
de las dos placas y multiplicar por el inverso de la dilucion, reportar como UFC/ g o mL .

b) En caso de no haber crecimiento en la menor dilucion reportar con el signo menor a (<)
, ¥ el inverso de la dilucién, por ejemplo: si la dilucién fue de 102y no hubo crecimiento,
se reporta como <100 ufc/g o mL

c) Las colonias deben ser biconvexas y aproximadamente 1-2 mm

d) Contar todas las colonias desarrolladas en las placas seleccionadas (excepto las de

mohos y levaduras), incluyendo las colonias puntiformes. Hacer uso del microscopio. Ver
Figuras 4.7.1.1 a4.7.1.6

Figura 4.7.1.1 Vista al microscopio 20x de
estructuras fungicas en muestra de agua

de limén.

ﬂ\s estructuras fungicas se caracterizh

por tener un crecimiento radial del micelio

aéreo y vegetativo los cuales se logran
distinguir al microscopio y a simple vista
suelen tener aspecto algodonoso. Se
emite el resultado del conteo de estas
colonias con la observacion de que los

hongos en alimentos se determinan por la

&écnica mencionada en la NOM 111. /
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Figura 4.7.1.2 Crecimiento de
bacterias mesofilicas aerobias

en Agar Cuenta Estandar.

/Resultados delaplacaly 2: 24 UFC\

y 23 UFC respectivamente.

Promedio redondeado: 24 UFC
Promedio se multiplica por el inverso
de la dilucién: 24 UFC x 100
Resultado: MA: 240,000 ufc/g CTP:
<lufc/gve

NUumero de muestra: 323-6 Salmén

@umado /

Figura 4.7.1.3. Caja marcada por
cuadrantes para conteo de

mesofilos aerobios.

: | ﬁara un conteo rapido, &R

selecciona un area de la placa

puede ser: la mitad de la caja, un
cuarto del area de la caja o bien un

cuadrante de 4 cm o varios cm.

Posteriormente se calcula el

numero total de UFC en toda la

Qaca. /
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Figura 4.7.1.4 Crecimiento de bacterias
Coliformes en Agar Bilis y Rojo Violeta

vistas al microscopio a 20x.

Las estructuras biconvexas mas oscuras
representan bacterias coliformes, tienen
coloracion rojiza- violeta estan
acompafiadas de materia organica del

alimento.

o /

Figura4.7.1.5. Crecimiento de Coliformes

en placa con Agar Rojo Bilis Violeta.

ﬂos coliformes resisten la presencia dA

bilis en el medio; cuando se desarrollan

en este medio, 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 solor rojo obscuro%
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Figura 4.7.1.6. Crecimiento de Coliformes

en placa con Agar Rojo Bilis Violeta.

4 N

Se observan fibras propias de la
naturaleza de la muestra que a simple
vista podrian ser confundidas con

crecimiento bacteriano denso.

\ )

Carnitas

El licenciado en Bioquimica Diagndstica debe desarrollar la habilidad para contar y diferenciar

estas colonias de manera rapida y sin confusiones.

La diferencia en la cuenta de UFC entre una placa y su par dependera de la experiencia y
capacidad de reproducibilidad y repetibilidad del analista para realizar la de procesamiento de

la muestra.

4.7.2 Conteo de UFC en monitoreo ambiental.
El monitoreo ambiental se hace en el area de siembra del laboratorio de microbiologia,

También, es un servicio que se ofrece a los clientes para evaluar la calidad del aire en donde

se producen sus alimentos.
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Las placas de PDA expuestas se incuban durante 5 dias a 25 + 1°C, se hace una lectura al
tercer, cuarto y quinto dia. Se elige la cuenta del dia en el que mejor se aprecie el crecimiento
de las colonias y se reporta como: Hongos: No. de UFC, Levaduras: No. de UFC. Si se tiene

alguna duda sobre si una colonia es levadura o no, hacer una tincion Gram.

Figura 4.7.2.1. Crecimiento de

hongos y levaduras en agar PDA.

La placa fue expuesta de bajo el
aire acondicionado de una
cocina. El flujo del aire se dirigia
a la mesa de trabajo para la

preparacién de alimentos.

\ /

A peticion del cliente, el monitoreo ambiental puede ser realizado con placas de Agar Cuenta

Estandar, Agar Dextrosa Papa o Agar Bilis Rojo Violeta.

Las placas de ACE y RVBA se incuban a 35 + 1 °C por 24 a 48h y también se reporta como

UFC de mesofilos aerobios o coliformes por placa.

4.7.3 Reporte de Salmonella de acuerdo con la NOM 210.

Se reporta de la siguiente manera:

a) Los cultivos determinados como presuntivos con las pruebas bioquimicas y confirmados
por la aglutinacion, informar como: Salmonella spp en 25g: PRESENCIA.

b) Descartar los cultivos con resultados atipicos a partir de las pruebas bioquimicas
miniaturizadas clasificadas como no Salmonella spp, informar: Salmonella spp en 25g:
AUSENCIA.
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c) Placas con agar XLD, ASB y el tercer medio selectivo sin desarrollo y/o colonias atipicas,
informar: Salmonella spp en 25g: AUSENCIA.

d) En caso de que la cantidad sea menor a 25g se debe reportar la presencia o ausencia de
Salmonella spp en la porcion de ensayo (g o mL) de producto utilizado.

e) Para los casos en los que se analiza una pieza de producto reportar como presencia o

ausencia por piezas analizadas.

4.7.4 Reporte de Staphylococcus aureus. De acuerdo con la NOM 210.
Se reporta de la siguiente manera:

a) Las pruebas de termonucleasa o coagulasa positiva son consideradas como resultados
confirmatorios de S. aureus.

b) Si al menos el 80% de las colonias tipicas seleccionadas fueron coagulasa positiva y/o
termonucleasa positiva tomar el nUmero total de las colonias contadas como presuntivas de
S. aureus.

c) En otros casos, calcular el numero de colonias presuntivas de S. aureus a partir del
porcentaje obtenido de colonias coagulasa y/o termonucleasa positivas confirmadas.

d) Promediar los resultados de los duplicados.

e) Cuando en dos diluciones consecutivas se obtienen cuentas entre 15y 150 colonias (tipicas
0 atipicas) calcular el nUmero de S. aureus para cada dilucion como se especifica en los
puntos anteriores, calcular la cuenta de S. aureus considerando el factor de dilucién,
calcular el logaritmo en base diez de cada dilucién y realizar la resta de éstos, si la diferencia
entre los logaritmos de las dos diluciones es menor a 0.3, reportar el promedio de las dos
diluciones. Si por el contrario la diferencia entre los logaritmos es mayor a 0.3; reportar el
valor mas bajo.

f) Cuando no se tenga crecimiento reportar como:

DILUCION DE LA MUESTRA VOLUMEN INOCULADO RESULTADO
MUESTRA DIRECTA 1mL (0.4mL, 0.3mL Y 0.3 mL) <1 UFC/mL
MUESTRA DIRECTA 0.1 mL <10 UFC/mL

10-1 1mL (0.4,0.3Y 0.3 mL) <10 UFC/mL
10-1 0.1mL <100 UFC/mL
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4.7.5 Reporte de Coliformes Totales, Coliformes Fecales y E. coli por NMP en agua segun la
NOM 210 apéndice H.

Se reporta de la siguiente manera:

Después de confirmar cada uno de los tubos positivos de coliformes totales y fecales anotar los

resultados y compararlos con la tabla de la figura 4.7.5.1

H.8.4.3 Tabla 3. HNMP 100mL de muestra de agua o hielo € intervalos de confianza del 95% utilizando
cinco tubos con 20 mL de muestra.

Tubos positivo NMF100mL 95% de ITimite de confianza [aprm_:imadn]

Inferior Superior
0 <1.1 0 3.0
1 1.1 0.05 6.3
2 20 0.3 8.
3 4.8 0.8 14.7
4 a0 1.7 26.4
] =30 4.0

Referencia: American Public Heath Association. Standard Methods for the examination of Water and
Wastewater. 20" edition 1998. Washington DC.

Figura 4.7.5.1 Tabla usada para la determinacion de CTNMP, CFNMP y E.

coli en agua o hielo.

Tabla tomada de la pagina 71 de la NOM 210, apéndice H. La comparacion de los
resultados con la tabla para E. coli se hace después de dar positivo a las pruebas

bioquimicas IMVIC.

Reportar como NMP/100 mL o bien reportar como NO DETECTABLE cuando el resultado es <
1,1 NMP /100 mL
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4.7.6 Reporte de Coliformes Totales, Coliformes Fecales y E. coli por NMP en alimentos segun
la NOM 210 apéndice H.

Después de confirmar cada uno de los tubos segun corresponde, comparar los resultados con

la tabla de la figura 4.7.6.1

H.B.4.5 Tabla 5. NMP por g de muestra & intervalos de confianza del 95%. utilizando tres tubos con
0.1g, 0.01g y 0.001g de muestra.

NMF por g de muestra e intervalos de confianza del 35%, utilizando tres tubos con L1g, 0.01g y 0.001g de

muestra.
Tubos positivos NMFig L'rn'n.e de mnﬁar!za Tubos positivos NMElg Lim 'rt.e de -::Dn*ian.za
0.10 0o 0001 Inferior | Supernor | 010 | 001 0.001 Inferior | Supenor
0 0 0 <3.0 - BA 2 2 D 21 45 42
o] 0 1 3.0 015 Ba 2 2 1 28 av B4
o] 1 0 30 015 11 2 2 2 35 av B4
o 1 1 8.1 1.2 18 2 3 o 28 BT 24
o] 2 0 g.2 1.2 18 2 3 1 36 ar B4
o 3 a B4 3.0 38 3 i o 23 4.6 24
1 0 0 38 07 18 3 o] 1 38 ar 110
a 1 7.2 1.3 18 3 i 2 54 17 180
0 2 11 3.8 38 3 1 D 43 a 180
1 a T4 1.3 20 3 1 Fii 17 200
1 1 11 3.8 38 3 2 120 ar 420
2 a 11 3.0 42 3 3 1a&0 40 420
2 1 15 4.5 42 3 2 D B3 18 420
3 a 18 4.5 42 3 2 1 150 a7 420
2 0 0 B2 1.4 38 3 2 2 210 40 430
2 0 1 14 3.8 42 3 2 3 280 BO 1.000
2 0 2 20 4.5 42 3 3 D 240 42 1.000
2 1 0 15 3.7 42 3 3 1 480 BO 2,000
2 1 1 20 4.5 42 3 3 2 1100 180 4,100
2 1 2 27 B.7 o4 3 3 3 =1100 420 -

Referencia: Bacteriological Analytical Manual. FDA, 8th Edicidn, Revisicn A, 1998 Actualizacidn Diciembre 2003.

Figura 4.7.6.1. Tabla usada para la determinacion de CTNMP, CFNMP y E.

coli en alimentos.

[ Tabla tomada de la pagina 71 de la NOM 210, apéndice H.

Reportar como NMP/g o bien reportar como NO DETECTABLE cuando el resultado es < 3 NMP
/9.
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4.7.7 Reporte de Mohos y levaduras en alimentos: De acuerdo con la NOM 111.

Contar las colonias de cada placa después de 3, 4 y 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 colonias bien aisladas, considerar
los conteos de 4 dias de incubacién y aun de 3 dias. En este caso, informar el periodo de

incubaciéon de 3 o0 4 dias en los resultados del analisis.

Si es necesario, cuando la morfologia colonial no sea suficiente, examinar microscopicamente

para distinguir las colonias de levaduras y mohos de las bacterias.

Considerar las cuentas de placas con 10 a 150 colonias como las adecuadas para el informe.

En caso de que salgan de este valor se coloca la leyenda: valor estimado.
Se reporta como:

Unidades formadoras de colonias por gramo o mililitro (UFC/g o ml) de mohos en agar papa

dextrosa acidificado, incubadas a 25 + 1°C durante 5 dias.

Unidades formadoras de colonias por gramo o mililitro (UFC/g o ml) de levaduras en agar papa-

dextrosa acidificado, incubadas a 25 + 1°C durante 5 dias.

5. Conclusiones

Un Licenciado en Bioquimica Diagnaéstica tiene la labor de hacer cumplir las normas mexicanas
para la evaluacion de la inocuidad alimentaria lo cual ayuda a cuidar la salud tanto de los
mexicanos como de extranjeros previniendo la transmisién de microorganismos patdgenos a
través de los alimentos. Los conocimientos aprendidos en la carrera sobre microbiologia son
ampliamente utilizados en esta area los cuales colocan al Licenciado en Bioquimica Diagnostica

en una posicion de ventaja en el campo laboral. En la carrera, el area de microbiologia de
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alimentos o alimentos es un &rea en la que no se indaga tanto, sin embargo, las oportunidades

de crecimiento en el campo laboral son grandes, actualmente en la industria alimentaria se

trabaja con equipos automatizados, en Q+A el proceso de sembrado es manual y no se hacen

modificaciones a los métodos, eso ayuda a poner en practica las normas capacitandonos para

la correcta interpretacion de ellas. Cabe destacar que ademas de los conocimientos teéricos y

practicos la carrera ensefia al Lic. en Bioquimica Diagnostica a conducirse con valores,

responsabilidad, ética, profesionalismo, etc. aptitudes que ayudan al egresado a crecer dia con

dia siendo altamente recomendado y buscado para esta area.

6. Anexos

Abreviaturas

Q+A: Quimiometria alimentaria S. de R.L. de C.V.
ACE: Agar Cuenta Estandar

RVBA: Agar Bilis y Rojo Violeta

PDA: Agar Dextrosa papa

XLD: Medio de cultivo Xilosa Lisina y Desoxicolato
AVB: Agar Verde Brillante

ASB: Agar Sulfito Bismuto

AST: Agar Soya Tripticaseina

EMB: Medio de cultivo Eosina Azul de Metileno
LIA: Agar Hierro Lisina

TSI: Agar Hierro y Triple Azucar
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IMVIC: Pruebas bioquimicas para la identificacion de especies de enterobacterias: Indol, Rojo

de metilo, Vogues Proscauer y Citrato

RPBI: Residuo Peligroso Bioldgico Infeccioso

MA: Bacterias Mesdfilas aerobias

CTP: Coliformes Totales en Placa

NMP: Namero Mas Probable

UFC: Unidades Formadoras de Colonias

NOM: Norma Oficial Mexicana

NA: No aplica

CTNMP: Coliformes Totales por Numero Mas Probable
CFNMP: Coliformes Fecales por Numero Mas Probable
ATCC: American Type Culture Collection

BHI: Infusiéon Cerebro Corazon (Caldo o agar)

NA: No Aplica

CLS: Caldo Lauril Sulfato

X3: Triple concentracion

X1: Concentracion sencilla

[ 58 |___




7. Referencias

Avila Ramirez J, O. I. (2013). Calidad microbiol6gica de productos carnicos analizados en el.
Revista Venezolana de Ciencia y Tecnologia de Alimentos., 4(1). Obtenido de
https://goo.gl/ajWw31W

Campos Radillo , J. E. (2013). Evaluacion de los medios de cultivo para verificar su
reproducibilidad y selectividad. Colima: Instituto tecnolégico de Colima.

Cafiestro Marquez, F., & et.al. . (2007). TCAE en el servicio de esterilizacién. Espafa : Vértice

Controlab. (2019). Calidad microbioldgica. Obtenido de https://bit.ly/2GZJINIr

Correa Maya , C. A. (2014). Fenomenos quimicos. Colombia : Fondo editorial Universidad
EAFIT.

Dicorlab. (2016). dicorlab.com. Obtenido de https://urlzs.com/ZJH6m

Esteban Méndez, M., Quintos Escalante, M., & Herrera Benavides, A. (2018). Contro de calidad
de medios de cultivo. Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral
Regional Unidad Durango. Recuperado el 29 de Oct de 2018, de https://goo.gl/ML3LbE

Fernandez Espina , C., & Mazziotta , D. (2005). Gestion de la calidad en el laboratorio clinico.
Buenos Aires: Medica Paramericana.

KGaA, M. (2012). Inserto Sterikon® plus bioindicador. Obtenido de 1.10274.0001:
https://goo.gl/sHd17m

MERCK. (17 de Feb de 2019). MERCK millipore. Obtenido de IS NOW MERCK:
https://goo.gl/etvPyE

NMX-BB-040-SCFI-1999. Métodos generales de andlisis- Determinacion de la actividad
antimicrobina en productos germicidas. Diario Oficial de la Federacién . (1999).

NOM- 092-SSA1-1994. Método para la cuenta de bacterias aerobias en placa. Diario Oficial de
la Federacion. (1995).

NOM- 109- SSA1- 1994. Procedimientos para la toma, manejo y transporte de muestras de
alimentos para su analisis microbioldgico. Diario Oficial de la Federacion . (1994).
NOM-093-SSA1-1994. Préacticas de higiene y sanidaden la preparacion de alimentos que se

ofrecen en establecimientos fijos. Diario Oficial de la Federacion. (1995).
NOM-110-SSA1-1994. Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para su andlisis

microbiolégico. Diario Oficial de la Federacién . (1995).

[ 59 L



NOM-111-SSA1-1994. Método para la cuenta de mohos y levaduras en alimentos. Diario Oficial
de la Federacion . (1995).

NOM-113-SSA1-1994. Método para la cuenta de de microorganismos coliformes totales en
placa. . Diario Oficial de la Federacién . (1995).

NOM-210-SSA1-2014. Método de prueba microbiolégicos. Determinacion de microorganismos
indicadores. Determinacion de microorganismos patdgenos. . Diario Oficial de la
Federacion . (2015).

Organizacién Mundial de la Salud. (2008). Manual de bioseguridad en el laboratorio. Medicina
& Laboratorio, 14, 225-253. Recuperado el 04 de Oct de 2018, de https://goo.gl/73pBie

Pascual Anderson , M., & Calderon, V. (2000). Microbiologia Alimentaria. Madrid, Espafia: Diaz
de Santos S. A.

Remington , A. G. (2003). Farmacia . Buenos Aires: Medica Panamericana .

Rugama, F. A. (2010). Curso, Microbiologia de los alimentos, un enfoque practico para la
inocuidad alimentaria.

Secretaria de economia . (2010). SE. Obtenido de Secretaria de economia
https://goo.gl/iw6P6Jm

Secretaria de Turismo. (03 de Oct de 2014). gob.mx. Obtenido de https://goo.gl/FfFVE1X

Silliker México S.A. de C.V. (4 de Abril de 2017). MERIEUX NutriSciences. Recuperado el 02
de Feb de 2019, de https://goo.gl/D5LLz]

Tortora, G. J., & Berdell, R. (2007). Introduccion a la microbiologia . Buenos Aires: Medica
Panamericana .

Urzla, H. (2016 ). Microbiologia de los alimentos . Médica Panamericana .

[ 60 L



	Portada 

	Contenido
	1. Objetivos
	2. Introducción
	3. Fundamento Teórico

	4. Tareas Desempeñadas dentro de Quimiometría Alimentaria S. de R. L. de C. V.

	5. Conclusiones
	6. Anexos
	7. Referencias

